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Resumo

O plexo coroide (CP) é uma estrutura altamente vascularizada localizada nos ventriculos do
cérebro, envolvida numa grande variedade de funcdes cruciais no sistema nervoso central
(SNC), nao sendo so responsavel pela producao do liquido cefalorraquidiano (CSF) mas também
pela vigilancia da sua composicao quimica. A via de transducédo do paladar deteta alguns tipos
de moléculas, avaliando deste modo a composicao quimica de fluidos, nao apenas na cavidade
oral, mas também em tecidos extra-orais, tais como: trato respiratorio, trato gastrointestinal,
testiculos, queratinocitos, rins, tiroide e cérebro. Numa analise de microarrays de cDNA, o
nosso grupo de investigacao descreveu recentemente o envolvimento das hormonas sexuais na
regulacao de diversas vias de sinalizacao no CP, nomeadamente na via de transducao de sinal
do paladar. Os desreguladores enddcrinos (DE) sdo compostos exogenos que estao disseminados
no ambiente e influenciam a homeostasia, o desenvolvimento e a proliferacao celular,
mimetizando ou inibindo a acao das hormonas enddgenas ou alterando a regulacado do sistema
endocrino, causando efeitos adversos para a salde. No grupo dos DEs que sdo quimicos
sintéticos, o composto estrogénico bisfenol A (BPA) é um dos mais abundantes no meio
ambiente. O objetivo do presente estudo é analisar o efeito do 17-B-estradiol (E2) na expressao
dos genes envolvidos na via de transducao do paladar ex vivo e in vivo, bem como o efeito do
BPA nesta via de sinalizacao. Nos estudos ex vivo utilizaram-se CPs de ratos Wistar Han recém-
nascidos e foram aplicados estimulos de: i) E2 (0.1, 1, 10 e 100 nM) durante 6 horas, com e sem
um pré-tratamento de 90 minutos com fulvestrant (ICl; 100 nM), um antagonista dos recetores
de estrogénio (ERs); ii) BPA (10, 25, 50, 75 e 100 nM) durante 6 horas. O estudo in vivo foi
efetuado em ratos Wistar Han fémeas ovariectomizadas (OVX) com dois meses de idade. O
efeito do E2 e do BPA nos niveis de mRNA foi analisado por PCR em tempo real do produto da
transcricao reversa (RT-gPCR). Os ensaios ex vivo revelaram que o E2 regula negativamente a
expressao de todos os genes analisados e, corroborando estes resultados, os testes in vivo
mostraram que existe um aumento da expressao de todos os genes em ratos OVX em
comparacao com o controlo. No seu conjunto, os nossos resultados comprovam o estudo prévio
de microarrays transcritomicos, de que a via do paladar é regulada por hormonas sexuais, e
esclarecem o mecanismo molecular envolvido, onde, o pré-tratamento com ICI bloqueia o
efeito do E2, indicando o envolvimento dos ERs. Por outro lado, os resultados do efeito do BPA
mostram que este DE afeta a expressao dos genes da via de sinalizacao do paladar, revelando
uma curva de expressdo génica dose-resposta nao monotonica. Os resultados deste estudo
sugerem que a via de transducao do paladar no CP é regulada nao sé por hormonas endogenas
mas também por compostos exogenos, tais como o BPA. Assim, podemos afirmar que o
background hormonal e a exposicao ambiental ao BPA parecem interferir na expressao dos
componentes da via do paladar no CP, podendo afetar a vigilancia quimica do CSF pelo CP, com

possiveis consequéncias na homeostasia do SNC.
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Abstract

The choroid plexus (CP) is a highly vascularized structure located in the brain ventricles,
involved in a wide variety of crucial functions in the central nervous system (SNC), being not
only responsible for cerebrospinal fluid (CSF) production but also for the surveillance of its
chemical composition. The taste transduction pathway detects some types of molecules,
thereby evaluating the chemical content of fluids, not only in the oral cavity but also in extra-
oral tissues, such as: respiratory tract, gastrointestinal tract, testis, keratinocytes, kidneys,
thyroid and brain. In a cDNA microarray analysis, our research group recently described the
involvement of sex hormones in the regulation of several signaling pathways in CP, namely the
taste signal transduction pathway. Endocrine disrupters (DE) are exogenous compounds that
are disseminated in the environment and influence homeostasis, development and cell
proliferation, mimicking or inhibiting the action of endogenous hormones or altering the
regulation of the endocrine system, causing adverse health effects. In the group of DEs that are
synthetic chemicals, the estrogenic compound bisphenol A (BPA) is the most abundant in the
environment. The aim of the present study is to analyze the effect of 17-B-estradiol (E2) on the
expression of genes involved in the taste transduction pathway ex vivo and in vivo, as well as
the effect of BPA in this signaling pathway. In ex vivo studies CPs of newborns Wistar Han rats
were used and were applied stimuli of: i) E2 (0.1, 1, 10 and 100 nM) for 6 hours, with and
without a pre-treatment of 90 minutes with fulvestrant (ICl; 100 nM), an antagonist of estrogen
receptors (ERs); ii) BPA (10, 25, 50, 75 and 100 nM) for 6 hours. The in vivo study was carried
out in ovariectomized (OVX) female Wistar Han rats with two months of age. The effect of E2
and BPA in mRNA levels was analyzed by real time PCR of the reverse transcription product (RT-
gPCR). The ex vivo assays revealed that E2 negatively regulates the expression of all genes
analyzed and, corroborating these results, the in vivo tests showed that there is an increase of
the expression of all genes in OVX rats compared to controls. Taken together, our results prove
the previous study of transcriptomic microarrays, that the taste pathway is regulated by sex
hormones, and clarify the molecular mechanism involved, where the pre-treatment with ICI
blocks the E2 effect, indicating the involvement of the ERs. On the other hand, the results of
BPA effect show that this DE affects the expression of taste signaling pathway genes, revealing
a non-monotonic dose response curve of gene expression. The results of this study suggest that
the taste transduction pathway in CP is regulated not only by endogenous hormones but also by
exogenous compounds, such as BPA. Thus, we can affirm that the hormonal background and
the environmental exposure to BPA seem to interfere with the expression of the taste pathway
components in CP, which may affect the chemical surveillance of the CSF by CP, with possible

consequences on SNC homeostasis.
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1. Plexo Coroide

No interior do encéfalo localiza-se o sistema ventricular cerebral constituido por quatro
cavidades interligadas: dois ventriculos laterais, o terceiro e o quarto ventriculos. Na parede
de cada um destes ventriculos encontra-se o plexo coroide (CP), uma estrutura responsavel
pela producéo do liquido cefalorraquidiano (CSF), que constitui uma interface entre o sangue
periférico e o CSF (barreira sangue-CSF) (Emerich et al., 2005, Johansson, 2014, Lehtinen et
al., 2013, Wolburg and Paulus, 2010).

1.1. Estrutura e Morfologia do Plexo Coroide

O CP consiste numa estrutura convoluta de pequena dimensao, possuindo uma monocamada
continua de células epiteliais cuboides ciliadas [células epiteliais do plexo coroide (CPEC)],
derivadas do revestimento ependimario dos ventriculos (Figura 1) (Damkier et al., 2010,
Damkier et al., 2013, Emerich et al., 2005, Skipor and Thiery, 2008). Nos ventriculos laterais
do cérebro, o CP forma estruturas em forma de folha, enquanto que no terceiro e quarto
ventriculos forma estruturas ramificadas, bastante lobuladas e possuindo numerosas vilosidades
(Damkier et al., 2010, Skipor and Thiery, 2008, Wolburg and Paulus, 2010).

Ventriculo Epitélio
-r o > NG
. ‘, N p ~
NAA M, i o \ 9 oY . Membrana
Y . Ay / | - ‘
Col {54 n 1HZ Membrana 7 75N " P Basolateral
oA e A : \“ Y / 4
N AT Apical / " \\7
sy “ - L, | N a2
’ Yo '/ 4 » / \ "1 l A\ \ f
/ ) e X 'y gl
/ - Vs ! :
Epitélio / e

/ \'

0 7 Jungdes T . 1 \" ‘:/
o ,/ Apertadas T-=4 \} T ./\f -
<’ vl \

Endotélio

Capilares

-

e

Capilares

Figura 1 - Representacdo morfoldgica do plexo coroide. Cada plexo coroide possui uma estrutura
ramificada constituida por uma monocamada de células epiteliais unidas por juncdes apertadas. A
membrana apical destas células contém numerosas vilosidades e a membrana basolateral apresenta uma
superficie lisa que permite o contacto com os capilares sanguineos. Adaptado de (Brown et al., 2004).
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As CPEC sao suportadas pela lamina basal, que delineia o estroma interno do tecido conjuntivo,
extremamente vascularizado (Wolburg and Paulus, 2010). A membrana apical possui numerosas
vilosidades que diferem em diametro e forma, e aumentam a area da superficie celular
(Christensen et al., 2013, Emerich et al., 2005, Mortazavi et al., 2014). Enquanto a superficie
apical contacta diretamente com o CSF, que preenche o interior dos ventriculos, a superficie
basal, de aspeto liso, contacta com o estroma interno e os capilares sanguineos sendo a
responsavel pelas trocas entre o sangue e o CP (Brown et al., 2004, Skipor and Thiery, 2008).
Os capilares tém paredes endoteliais fenestradas de forma a garantir uma elevada
permeabilidade (Wolburg and Paulus, 2010), permitindo que pequenas moléculas hidrofilas
passem para o fluido intersticial (Mortazavi et al., 2014). Na superficie lateral das CPEC,
existem desmossomas e juncbes apertadas que sdo importantes para a unido destas células
(Mortazavi et al., 2014). As juncoes apertadas formam a barreira sangue-CSF e permitem
regular a passagem de moléculas entre o sangue e o CSF (Johansson et al., 2008, Johansson,
2014, Redzic and Segal, 2004).

Para além disto, intracelularmente, as CPEC contém um grande nlcleo central esférico e um
citoplasma abundante com numerosas mitocondrias, necessarias para manter as elevadas
necessidades energéticas e metabdlicas; aparelho de Golgi, reticulo endoplasmatico liso e
vesiculas lisossomais, o que demonstra a sua capacidade de sintese (Emerich et al., 2005,
Mortazavi et al., 2014, Smith et al., 2004).

1.2. Funcgées Biolégicas

0 CP esta envolvido numa grande variedade de funcdes cruciais para o sistema nervoso central
(SNC), tais como: producao e secrecao do CSF, sintese e secrecao de substancias biologicamente
ativas e protecao e regulacao do ambiente interno do cérebro através da barreira sangue-CSF.
Muitas destas funcdes dependem, principalmente, das CPEC (Emerich et al., 2005, Johansson,
2014, Skipor and Thiery, 2008).

1.2.1. Producao e Secrec¢ao do Liquido Cefalorraquidiano

O CSF atua como tampao mecanico do cérebro, protegendo-o contra danos causados por
impactos fisicos, funciona como uma via de drenagem para o cérebro, em que produtos de
metabolismo sao removidos, bem como uma via de transporte de nutrientes para o SNC e
também como uma via de comunicacdo dentro do SNC (Brown et al., 2004, Redzic and Segal,
2004).

No SNC adulto humano estima-se que o volume de CSF que circula seja cerca de 150 mL, e que
o CSF se renove trés a quatro vezes por dia, sugerindo uma producao diaria de cerca de 400-
600 mL de CSF (Lehtinen et al., 2013, Zappaterra and Lehtinen, 2012). Deste volume total que
circula no sistema apenas 25% esta localizado nos ventriculos, o restante preenche as cisternas
basais, o espaco subaracnoide e flui em torno da medula espinal (Redzic and Segal, 2004, Skipor

and Thiery, 2008). O CSF é um liquido claro, ligeiramente viscoso e com uma composicao
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diferente da do plasma sanguineo. O seu pH é mais baixo do que o do plasma, assim como as
concentracbes de glucose, proteina, potassio (K*), calcio (Ca?*) e bicarbonato (HCO;). Em
contraste, os niveis de sodio (Na*), cloro (Cl') e magnésio (Mg?*) sdo mais elevados, bem como
os niveis de folato que sdo duas a trés vezes maiores no CSF do que no plasma. A proteina
tetramérica plasmatica humana, transtirretina (TTR), representa 25% do total das proteinas do
CSF (Emerich et al., 2005).

A secrecao do CSF € uma das principais funcdes do CP. O CSF flui a partir dos ventriculos laterais
para o terceiro ventriculo, através do forame de Monro, depois para o quarto ventriculo,
através do aqueduto de Sylvius e, em seguida, para as cisternas basais e para o espaco
subaracnoide por meio de aberturas localizadas abaixo do cerebelo, respetivamente forames
de Luschka e de Magendie (Figura 2). O retorno a circulacdo periférica ocorre por reabsorcao
através das vilosidades aracnoides nos seios venosos do cérebro (Lehtinen et al., 2013, Skipor
and Thiery, 2008).

Vilosidades Aracnoides
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| B |
\!

Terceiro Ventriculo

WA &
o g 4 \
Quarto Ventriculo A\ t s
W\ } 3
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Figura 2 - Secrecao do CSF. Cada hemisfério cerebral possui um ventriculo lateral a partir do qual o CSF
flui para o terceiro ventriculo através do forame de Monro e de seguida para o quarto ventriculo através
do aqueduto de Sylvius. Por fim o CSF flui para o espago subaracnoide através de aberturas localizadas
abaixo do cerebelo como o forame de Magendie. Adaptado de (Brown et al., 2004).

Para a secrecao deste fluido, através da monocamada epitelial, &€ consumida energia na forma
de adenosina trifosfato (ATP). ATPases, outro tipo de canais idnicos e aquaporinas, nas faces
apical e basolateral das células epiteliais, medeiam o processo ativo de secrecao. Este processo
envolve o transporte unidirecional de Na*, Cl-, e HCO; do sangue para os ventriculos e de K* na
direcao oposta. O movimento de ides cria um gradiente osmético que leva a secrecao de
moléculas de agua para os ventriculos. O HCO; pode também ser sintetizado nas células

epiteliais através da enzima anidrase carbonica (Mortazavi et al., 2014).
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1.2.2. Sintese e Secrecao de Outras Substancias

0O CP tem uma boa localizacdo para a distribuicdo de moléculas no cérebro. Possui numerosos
sistemas de transporte especificos, contém uma grande variedade de recetores e € uma fonte
importante de compostos biologicamente ativos, como hormonas, péptidos, citocinas e fatores
de crescimento, que sdo responsaveis pelo desenvolvimento do SNC e pela manutencao da sua
homeostasia (Chodobski and Szmydynger-Chodobska, 2001, Emerich et al., 2005, Redzic and
Segal, 2004). Uma vez que os recetores para alguns destes polipéptidos estao localizados no
CP, podem ocorrer sinalizacdes autocrinas e paracrinas no tecido coroide. Por outro lado, o CP
pode promover efeitos do tipo endocrino, uma vez que os polipeptideos sintetizados pelo
epitélio coroide e libertados no CSF podem exercer efeitos distais sobre as células-alvo no

cérebro devido ao grande fluxo deste fluido (Chodobski and Szmydynger-Chodobska, 2001).

1.2.3. Protecao

A barreira sangue-CSF, formada pelas CPEC e pelas juncoes apertadas, controla a difusao de
moléculas entre o sangue e o CSF, sendo a sua integridade estrutural e funcional extremamente
importante para a homeostasia do SNC. Além da sua contribuicdo mecanica para a barreira
sangue-CSF, o CP esta numa posicao ideal para monitorizar o CSF para a presenca de compostos
nocivos e para a invasao celular potencialmente perigosa (Emerich et al., 2005).

O CP protege o cérebro contra insultos neurotdxicos nocivos, utilizando sistemas de
desintoxicacdo: a glutationa, a cisteina e as metalotioneinas que tém a capacidade de
sequestrar os agentes toxicos que circulam no CSF; a superoxido dismutase, a glutationa-S-
transferase, a glutationa peroxidase e a glutationa redutase que sao enzimas de protecao contra
o stress oxidativo dos radicais livres e os sistemas de transporte de ides organicos e proteinas
de resisténcia a multiplas drogas que retiram os compostos nocivos do CSF (Emerich et al.,
2005, Mortazavi et al., 2014).

O CP tem também um papel importante na defesa contra organismos invasores pois € um
mediador entre o cérebro e o sistema imunologico periférico. Isto é suportado pela presenca
de células linfoides, pela capacidade para induzir citocinas pro-inflamatdrias, pela expressao
de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade e de moléculas para a adesao
leucocitaria (Mortazavi et al., 2014). Estao presentes também outras células que agem como
células fagociticas, as células Kolmer, que expressam moléculas do complexo maior de
histocompatibilidade e proliferam quando em contacto com endotoxinas (Emerich et al., 2005).
Além disso, o CP tem ainda como funcao a absorcao e remocao de produtos residuais do CSF.
Em estudos experimentais, utilizando varios tipos de marcadores, verificou-se que as CPEC sao
capazes de absorver varias substancias, incluindo as proteinas do CSF. Utilizam também o
transporte ativo para moléculas maiores, e por pinocitose, formam vesiculas em que o seu
conteldo sofre digestao intracelular, ou é libertado através da superficie basolateral das
células epiteliais para o estroma dos tecidos conjuntivos e vasos sanguineos (Mortazavi et al.,
2014).
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2. O Paladar

A capacidade de perceber, reconhecer e responder a estimulos é essencial para a sobrevivéncia
dos organismos. O paladar é um dos sentidos basicos, que na cavidade oral tem duas fungoes
principais: o reconhecimento de nutrientes essenciais e a protecao contra compostos que sao
toxicos ou nocivos (Cygankiewicz et al., 2014, Roper, 2007, Sugita, 2006). O homem pode
detetar e discriminar cinco estimulos diferentes: doce, amargo, umami, acido e salgado
(Chaudhari and Roper, 2010, Cygankiewicz et al., 2014, Niki et al., 2010).

Na cavidade oral, o passo inicial na percecao do sabor é mediado por células epiteliais
especializadas, as células recetoras gustativas, que estdao organizadas nas papilas gustativas.
Ja foram identificados recetores membranares para os cinco sabores: recetores acoplados a
proteina G (GPCRs) e recetores do tipo canal (Niki et al., 2010, Roper, 2007). Os padroes de
expressao destes recetores sugerem que cada sabor pode ser codificado por uma populacao
separada de células da papila gustativa (Niki et al., 2010). Os sinais gerados sao processados

pelo SNC, resultando na percecao do sabor (Sugita, 2006).

2.1. A via de sinalizacao do paladar

2.1.1. Os estimulos Doce, Amargo e Umami

As sensacdes do sabor doce, amargo e umami sao iniciadas pela interacao da molécula em causa
com GPCRs na membrana apical das células recetoras gustativas. Duas familias de recetores
gustativos de mamifero, T1Rs e T2Rs, tém sido implicadas na detecdo destes sabores (Niki et
al., 2010).

Os sabores doce e umami sao reconhecidos pela familia T1R (T1R1, T1R2 e T1R3) que pertence
a familia C dos GPCRs e é caracterizada por possuir uma extremidade N terminal extracelular
extensa (Cygankiewicz et al., 2014, Roper, 2007). Os T1Rs organizam-se em complexos
heterodiméricos para reconhecer o doce (T1R2-T1R3) ou o umami (T1R1-T1R3) (Niki et al.,
2010). O heterodimero T1R2-T1R3 é ativado por uma ampla variedade de substancias doces:
aclcares naturais (sacarose, frutose, glicose, maltose); aminoacidos doces (D-triptofano, D-
fenilalanine, D-serina); edulcorantes (aspartame, ciclamato, sacarina) e proteinas doces
(monelina, brazzein, taumatina). O heterodimero T1R1-T1R3 responde exclusivamente ao L-
glutamato e L-aspartato no homem e a todos os aminoacidos em roedores (Cygankiewicz et al.,
2014, Niki et al., 2010).

As substancias que causam o sabor amargo sao reconhecidas pela familia de recetores T2R, que
pertence a familia A de GPCRs, e possuem uma extremidade N terminal extracelular curta. No
ser humano, foram identificados 25 membros desta familia enquanto que em ratinhos foram
identificados 34 (Roper, 2007, Sugita, 2006). Os recetores T2R sao ativados por diversos
compostos amargos como as amidas (denaténio) e os alcaloides (estricnina, cafeina e quinino).
Contudo, alguns aminoacidos, ureia, acidos gordos, fendis, aminas, ésteres e sais de K*, Ca?* e

Mg sdo também responsaveis pelo sabor amargo. Acredita-se que o sabor amargo seja
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importante para evitar o consumo de alimentos prejudiciais, tendo um limiar de ativacao
inferior ao dos outros sabores (Roper, 2007). A célula recetora gustativa pode responder a um
ou mais compostos amargos mas nao a todos, pois as células expressam apenas certas subclasses
de T2R e nao toda a familia de recetores. Os genes para T2R sao caracterizados pela auséncia
de intrées, em contraste com os genes T1R (Cygankiewicz et al., 2014).

A interacdo das substancias com os recetores localizados na membrana apical das células
recetoras gustativas, resulta num sinal intracelular que se manifesta pela ativacao de
mensageiros secundarios que desencadeiam uma cascata de transmissao de sinal até a
membrana basal (Cygankiewicz et al., 2014, Roper, 2007). Ambos os recetores, T1R e T2R, sao
co-expressos com uma molécula sinalizadora, especifica do paladar, a proteina gustducin
heterotrimérica (Cygankiewicz et al., 2014, Roper, 2007, Sugita, 2006). A transducao de sinal
do sabor doce, amargo e umami ocorre através da ligacdo do ligando ao recetor, levando a
dissociacdo da proteina G heterotrimérica, podendo ativar uma das duas vias de sinalizacao:
uma que envolve o aumento do monofosfato de adenosina ciclico (cAMP) e outra que envolve a
estimulacao do inositol 1,4,5-trifosfato (IP;) (Cygankiewicz et al., 2014, Roper, 2007) (Figura
3).
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Figura 3 - Transducao de sinal dos sabores doce, amargo e umami. A interacao dos compostos com os seus
recetores resulta na ativacdo de mensageiros secundarios que desencadeiam uma cascata de transmissao
de sinal intracelular que leva a despolarizacao da membrana e libertacdao de neurotransmissores. AC -
adenilato-ciclase; ATP - adenosina trifosfato; CaZ* - ido calcio; cCAMP - monofosfato de adenosina ciclico;
DAG - diacilglicerol; Ga - subunidade a da proteina G; GBy - subunidades B e y da proteina G; IPs - inositol
1,4,5-trifosfato; IPsR3 - recetor inositol-1,4,5-trifosfato tipo 3; K* - ido potassio; Na* - ido soddio; PDE -
fosfodiesterases; PIP; - fosfatidilinositol 4,5-bifosfato; PKA - proteina cinase A; PLCB2 - fosfolipase C B2;
TrpM5 - canal idnico recetor de potencial transitorio M5. Adaptado de (Mennella et al., 2013).

Na via de sinalizacdo do cAMP, a subunidade a pode causar tanto o aumento dos niveis de cCAMP,
pela ativacao da adenilato-ciclase (AC), como a diminuicao pela ativacao de fosfodiesterases
(PDE). Assim, a ligacao dos ligandos aos recetores através da proteina G ativa a AC que converte
o ATP em cAMP, que por sua vez ativa a proteina cinase A (PKA) que fosforila os canais de K*
presentes na membrana basal fechando-os. Isto leva a despolarizacao das células recetoras
gustativas resultando no influxo de ides de Ca?* através de canais de Ca?* dependentes da

voltagem e na libertacao de neurotransmissores (Cygankiewicz et al., 2014, Roper, 2007). Os
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baixos niveis de CAMP sao necessarios para manter a sinalizacdo adequada de Ca?*, através da
desinibicdo de canais de nucledtidos ciclicos inibidos para aumentar o Ca?* intracelular
(Welcome et al., 2015).

Na outra via de sinalizacdo, as subunidades By da proteina G ativam a fosfolipase C 82 (PLCB2),
que hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) em diacilglicerol (DAG) e IP;.
Subsequentemente, o IP; ativa o seu recetor (recetor inositol-1,4,5-trifosfato tipo 3 (IP;R3))
nos reservatorios de Ca?*, levando a libertacao de Ca?* das reservas intracelulares. Aumentos
rapidos nas concentracdes de Ca?*intracelular estimulam o canal iénico recetor de potencial
transitorio M5 (TrpM5), localizado na membrana basolateral, levando ao influxo de Na* e a
despolarizacdo da membrana, e assim a libertacao de neurotransmissores (Niki et al., 2010,
Sugita, 2006).

2.1.2. Os estimulos Acido e Salgado

A detecao de compostos acidos e salgados € mediada por canais i6nicos (Figura 4). A percecao
de compostos acidos, na boca, pode funcionar para proteger contra comida estragada, frutos
imaturos ou substancias toxicas (Sugita, 2006). O principal estimulo do sabor acido parece ser
mediado por protées (H*) que atravessam a membrana celular, através de canais e
permutadores de ides, acidificando o citoplasma e provocando a despolarizacao da membrana
(Roper, 2007). Alternativamente, transportadores de ides regulados pelo pH modulam a
concentracao intracelular de ides, tais como Na*, K* e Cl" alterando o equilibrio idnico e
conduzindo também a despolarizacdo da membrana. Muitos recetores tém sido implicados na
detecao deste sabor, tais como: canais ionicos de detecao de acido (ASICs), canais de Na*
sensiveis a amilorida (ENaC), canais de K* operados por nucledtidos ciclicos ativados por
hiperpolarizacdo (HCNs), canais de Cl sensiveis ao 5-nitro-2-(3-fenilpropilamina)-acido
benzoico (NPPB) e heterodimero 1L3 e 2L1 da doenca renal policistica 1 (PKD1L3-PKD2L1) (Niki
et al., 2010, Roper, 2007). Quanto ao sabor salgado, este tem um papel importante na
integracao do cloreto de sddio e de outros sais, e na manutencao da homeostasia ionica e da
agua. O mecanismo descrito para a percecao de compostos salgados envolve uma corrente de
ides Na*, que flui para dentro das células gustativas, através de canais cationicos, ENaC,
presentes na membrana apical. Os ides Na* também podem atravessar o epitélio através das
juncoes apertadas e entrar nas células recetoras gustativas através dos canais, insensiveis a
amilorida, localizados basolateralmente. O influxo de Na* provoca diretamente a
despolarizacao da membrana (Sugita, 2006).

A despolarizacdo da membrana, comum a transducao de sinal dos acido e salgado, leva a
geracao de potenciais de acdo que envolvem a ativacao de canais Na* e Ca’** dependentes da
voltagem provocando a entrada destes, e a saida de K* através da ativacao de canais K*
dependentes da voltagem. Os ides Na* transportados para as células gustativas sao extrudidos
por ATPases Na*/K* localizadas basolateralmente. Esta despolarizacao, provocada pelo
movimento de ides, leva ao aumento das concentracdes de Ca?* intracelulares e a libertacao

de neurotransmissores que vao estimular as fibras nervosas aferentes (Sugita, 2006).
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Figura 4 - Transducdo de sinal dos sabores salgado e acido. Canais idnicos medeiam a detecdo de
compostos acidos e salgados. O influxo de catides através dos canais induz a despolarizacdo da membrana
levando a producao de potenciais de acdo, o que resulta na libertacao de neurotransmissores nas fibras
nervosas aferentes. ASICs - canais idnicos de detecao de acido; ATPases - proteinas integrais da membrana;
Ca?* - ido calcio; [Ca?]i- concentracdo de calcio intracelular; CIC-4a - canal de Cl'; Cl° - ido cloro; ENaC -
canais de Na* sensiveis a amilorida; H* - protao; HCN - canal de K* operado por nucleotidos ciclicos ativados
por hiperpolarizacao; HCO; - bicarbonato; K* - ido potassio; Na* - ido sodio; pH - potencial de hidrogénio.
Adaptado de (Sugita, 2006).

2.2. A via de sinalizacao do paladar noutros tecidos

A expressao dos recetores gustativos e das moléculas da via de transducdo do paladar foi
originalmente descoberta na cavidade oral, mas tem sido demonstrada em outros 6rgaos tais
como, o trato gastrointestinal, os testiculos, os espermatozoides, os pulmoes, o pancreas, o
coracao, os rins, a tiroide, a pele, o cérebro e o CP (Clark et al., 2015, Laffitte et al., 2014, Li,
2013, Liman et al., 2014, Quintela et al., 2013, Wolfle et al., 2015, Yamamoto and Ishimaru,
2013).

A expressdo de recetores T2R bem como de subunidades a de proteinas G implicadas na
transducao de sinal do paladar (gustducin e transducin) foi demonstrada, por reacao em cadeia
de polimerase da transcricao reversa (RT-PCR), na mucosa gastrointestinal de rato e ratinho e
por RT-PCR, imunohistoquimica e western blotting na linha celular STC-1 (linha celular
enteroendocrina). A estimulacdo das células STC-1 com compostos amargos, promoveu o
aumento na concentracgao intracelular de Ca?* (Wu et al., 2002). Jang e os seus colaboradores
demonstraram, por RT-PCR e imunofluorescéncia que os recetores T1R2 e T1R3, a proteina a-
gustducin e outros elementos da via de transducao do paladar, como a PLCB2 e o TrpM5, sao
expressos nas células L duodenais humanas e na linha celular L humana NCI-H716, e que a a-
gustducin também se encontra expressa nas células L intestinais de ratinho. A ingestao de
glucose por ratinhos deficientes em a-gustducin mostrou diminuicdo na secrecao do péptido
tipo glucagon 1 (GLP-1) e na regulacao de insulina e glucose no plasma. A secrecao de GLP-1 a
partir das células NCI-H716 foi promovida por estimulos doces e bloqueada pela lactisole, um
antagonista do recetor, ou pela diminuicao da expressao da a-gustducin por silenciamento com

acido ribonucleico (RNA) de interferéncia (siRNA). Assim, estes dados indicam que as células L

9
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do intestino funcionam como um sensor de glucose através de uma via de sinalizacao
semelhante a utilizada pelas células gustativas na lingua (Jang et al., 2007). Outro estudo,
através de RT-PCR, hibridacéo in situ e imunohistoquimica, também demonstrou que o recetor
T1R3 esta expresso no duodeno e nas células da mucosa gastrica, tendo um papel importante
na detecao de compostos no limen e na secrecao de grelina (Hass et al., 2010).

Foi criado um ratinho transgénico para investigar a distribuicdo do recetor T2R5 em seccoes de
testiculos, tendo sido observada a sua expressao através de imunohistoquimica e coloracao com
X-gal. A expressao do recetor T1R3 e de outros componentes da via do paladar (a-gustducin,
Ggamma13, PLCB2) foi demonstrada na espermatogénese, sendo que o canal TrpM5 apenas foi
observado na fase de espermatidios mais tardia (Li and Zhou, 2012). A expressao de recetores
do sabor amargo (T2Rs) foi identificada em testiculos de ratinhos por transcriptase reversa e
PCR em tempo real do produto da transcricao reversa (RT-qPCR) e dois recetores (T2R105 e
T2R108) foram localizados em células pds-meioticas, por hibridacéo in situ. Analises funcionais
mostraram que os espermatidios e espermatozoides de ratinhos responderam a componentes
amargos aumentando as concentracdes intracelulares de Ca** livre. Estas respostas foram
suprimidas por um bloqueador especifico do estimulo amargo ou pelo knockout do gene para a
proteina G a-gustducin. Estes dados sugerem que as células germinativas masculinas utilizam
os recetores T2R para detetar produtos quimicos no ambiente que podem afetar o
comportamento do esperma e a fertilizacao (Xu et al., 2013). Outros estudos mostraram que a
a-gustducin em espermatozoides de mamifero pode desempenhar um papel funcional quer na
transducao de sinal de controlo da quimiotaxia do esperma quer no processo de motilidade do
esperma (Fehr et al., 2007). Estudos posteriores mostraram também que os recetores Tas1R1
e Tas1R3 sao expressos em espermatozoides humanos e de ratinho, sendo que a sua localizacao
é restrita a segmentos distintos do flagelo e do acrossoma do espermatozoide, e ratinhos
knockout para o recetor Tas1R1 revelaram anomalias na espermatogénese (Meyer et al., 2012).
A expressao de recetores do amargo (T2Rs) e da a-gustducin, da PLCB2 e do TrpM>5 foi detetada
no epitélio ciliado das vias respiratorias. Um estimulo amargo, neste tecido, mostrou um
aumento na concentracao intracelular de Ca?* e um aumento da frequéncia do batimento ciliar.
Assim, os cilios do epitélio das vias respiratorias parecem detetar substancias nocivas e iniciar
um mecanismo de defesa para eliminar os compostos prejudiciais inalados (Shah et al., 2009).
Outros estudos relataram que as células do musculo liso das vias respiratorias humanas
expressam recetores Tas2Rs e, ao aplicar agonistas dos recetores, verificaram um relaxamento
das células por um mecanismo que envolve o aumento da concentracao de Ca?* intracelular e
a hiperpolarizacao da membrana (Deshpande et al., 2010). Um outro estudo em roedores,
revelou que os elementos da cascata de transducao do paladar, incluindo os recetores Tas1R e
Tas2R, a a-gustducin, a PLCB2 e o TrpM5, sao expressos pelas células quimiosensoriais solitarias
distribuidas ao longo das vias respiratoérias, consideradas como células quimiorrecetoras que
atuam contra agentes irritantes e patogénicos inalados (Tizzano et al., 2011).

A expressao e funcao dos recetores do doce (Tas1R2-Tas1R3) foram também analisadas em

ilhotas pancreaticas de ratinho e na linha celular B pancreatica MIN6é demonstrando-se
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expressao nas células B pancreaticas e secrecdo de insulina através de mecanismos dependentes
de Ca’* e cAMP apos ativacao (Nakagawa et al., 2009). Num outro estudo, mostrou-se que os
recetores do umami (Tas1R1-Tas1R3) e a a-gustducin sao expressos na linha celular B
pancreatica de ratinho MIN6, com localizacdo na membrana plasmatica. A administracao de
aminoacidos causou o aumento das concentracdes intracelulares livres de IP; e CaZ*, e um
aumento significativo da libertacao de insulina, sendo que estes aumentos diminuiram com a
aplicacao de um antagonista do recetor Tas1R3, demonstrando-se que o heterodimero Tas1R1-
Tas1R3 regula a secrecao de insulina (Oya et al., 2011).

A expressao dos recetores Tas2R, Tas1R1 e Tas1R3 foi ainda demonstrada no tecido cardiaco
de roedores e humanos, em cardiomiocitos e fibroblastos, e em células cardiacas isoladas,
podendo funcionar como sensores de nutrientes no coracao (Foster et al., 2013). Num estudo
com ratinhos transgénicos, foi demonstrada a expressao dos recetores do sabor amargo
Tas2R105 e Tas2R106 e da a-gustducin no tecido renal e a sua importancia na manutencao da
estrutura dos glomérulos e dos tubulos renais (Liu et al., 2015). A expressao de recetores Tas2Rs
e da a-gustducin foi ainda mostrada em células foliculares da tiroide (tireocitos) humanas e de
ratinho e na linha de tireocitos humana Nthy-Ori 3-1, com relevancia para a funcao tiroideia
(Clark et al., 2015). Recentemente, a expressao dos recetores Tas2R1 e Tas2R38 foi mostrada
na pele humana, com co-localizacdo com a proteina a-gustducin nas células HaCaT e nos
queratindcitos primarios, e demonstrando a sua funcionalidade nos queratinocitos (Wolfle et
al., 2015).

A expressao dos genes recetores do paladar Tas1R1, Tas1R2 e Tas1R3 e dos seus genes
associados a proteina G (Gnat3, Gnb3 e Gng13) foi descrita no cérebro de mamiferos,
particularmente no hipotalamo, hipocampo e cortex, através de hibridacéo in situ (Ren et al.,
2009). Mostrou-se também que os recetores T2Rs (T2R4, T2R107 e T2R38) sdo expressos em
varias regides do cérebro de rato, tais como no tronco cerebral, cerebelo, cortex e nlcleo
accumbens, e estudos funcionais para o recetor T2R4 mostraram um aumento dos niveis
intracelulares de Ca?* apds estimulo com compostos amargos, sugerindo que este recetor é
funcional (Singh et al., 2011). Por hibridacao in situ a expressao dos recetores do paladar
Tas1R2 e Tas1R3 foi identificada nas CPEC (Ren et al., 2009). Um estudo de microarrays,
realizado previamente pelo nosso grupo de investigacdo, para analisar o efeito das hormonas
sexuais no transcritoma do CP de rato, mostrou a existéncia de varias vias de sinalizacao
reguladas pelas hormonas, entre as quais a via de sinalizacao do paladar. Estes resultados
mostraram um facto até ai desconhecido, a via de transducao de sinal do paladar esta presente
no CP (Quintela et al., 2013). Mais recentemente, mostramos a expressao dos recetores Tas1R1,
Tas1R3, Tas1R2, Tas2R40 e Tas2R109 e das moléculas PICB2, Itpr3, TrpM5, AC4, Scnn1g, Gnb3
e Gnat3 envolvidas na via do paladar quer ao nivel de RNA como de proteina, no CP. Por ensaios
de imunofluorescéncia, em explantes de CP, mostramos também a co-expressao dos recetores
do sabor doce (Tas1R2 e Tas1R3) e do sabor umami (Tas1R1 e Tas1R3) e das moléculas da via
de sinalizacao do paladar com um marcador da membrana plasmatica. A ativacao da via do

amargo em culturas primarias de CPEC resultou no aumento dos niveis intracelulares de Ca%*

11



Efeito do Estradiol e do Desregulador Endécrino Bisfenol-A na Via do Paladar do Plexo Coroide

mostrando que a via de transducao de sinal do amargo esta funcional (Goncalves |, comunicacdo

pessoal).

3. Hormonas Esteroides

As hormonas esteroides regulam uma grande variedade de processos fisioldgicos, como a
promocao do desenvolvimento e a regulacao do metabolismo (Miller and Auchus, 2011, Tsai and
Beavo, 2011). Varios 6rgaos, incluindo a glandula adrenal, os testiculos, os ovarios e a placenta,
sintetizam estas hormonas esteroides, sendo denominados por orgaos esteroidogénicos
(Sanderson, 2006). Baulieu e os seus colaboradores, na década de 80, observaram que os
esteroides, tais como a pregnenolona e a desidroepiandrosterona (DHEA) estavam presentes em
concentracdes mais elevadas no sistema nervoso do que no plasma, surgindo assim a primeira
evidéncia de que o cérebro é um 6rgao esteroidogénico (Baulieu, 1998, Mellon and Griffin,
2002). Interferéncias na biossintese destas hormonas esteroides podem resultar em alteracoes
na diferenciacao, crescimento e desenvolvimento sexual, na reproducao e no desenvolvimento

de diversos cancros (Sanderson, 2006).

3.1. Sintese de estrogénios

A biossintese de hormonas esteroides é designada por esteroidogénese e envolve uma série de
reacoes enzimaticas, através das quais o colesterol é convertido biologicamente em hormonas
esteroides ativas, tais como os glucocorticoides, os mineralocorticoides, os androgénios, os
estrogénios e a progesterona (Ghayee and Auchus, 2007, Miller and Auchus, 2011, Sanderson,
2006). A sintese das hormonas esteroides é mediada por enzimas do citocromo P450 (CYPs) e
das hidroxiesteroides desidrogenases (HSDs) (Tsai and Beavo, 2011). Os estrogénios sao um
grupo de hormonas esteroides com muitas funcodes fisiologicas, que regulam o crescimento,
diferenciacao e funcdes de diversos tecidos no corpo humano (Bjornstrom and Sjoberg, 2005),
e podem existir no organismo sob a forma de estrona (E1), 17-B-estradiol (E2) e estriol (E3),
sendo o E2 a forma fisiologicamente ativa do estrogénio (Kumar et al., 2010). As hormonas
esteroides que tém como local de sintese o sistema nervoso sao designadas neuroesteroides,
sendo este processo denominado neuroesteroidogénese (Baulieu et al., 2001). Estes esteroides
tém uma grande variedade de funcoes bioldgicas, tais como a regulacao da mielinizacdo, do
crescimento de neurdnios e da sinaptogénese no SNC, bem como a neuroproteccao (Wojtal et
al., 2006). A sintese destas hormonas esteroides no cérebro tem como percursor inicial o
colesterol, sendo também necessario a presenca de enzimas esteroidogénicas (Mellon et al.,
2001).
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3.2. Mecanismo de a¢ao dos estrogénios

Foram identificados trés tipos de recetores de estrogénio, a partir dos quais os estrogénios
podem mediar os seus efeitos fisiologicos: duas isoformas de recetores de estrogénios (ERs), a
alfa (ERa) e a beta (ERB), e o recetor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER),
especificamente, o recetor de estrogénio 30 acoplado a proteina G (GPR30) (Prossnitz et al.,
2008).

Os ERs pertencem a superfamilia de recetores nucleares que funcionam como fatores de
transcricao quando estao ligados aos seus ligandos (Osborne and Schiff, 2005). No que diz
respeito a sua expressao nos diferentes tecidos humanos, cada um dos subtipos de ERs,
encontra-se diferencialmente expresso pelo organismo. O ERa encontra-se principalmente nos
tecidos associados a reproducao (Utero, mamas, vagina), enquanto que o ERB se encontra
principalmente em tecidos ndo envolvidos na reproducao como os rins, sistema cardiovascular,
sistema imunologico, SNC, trato urogenital, trato gastrointestinal e pulmodes (Millas and
Liquidato, 2009). Estes recetores sdo também expressos no cérebro, sendo que os ERa estao
presentes em maior concentracdo no hipotalamo e os ERB no cortex cerebral (Janicki and
Schupf, 2010). O GPR30 é uma proteina integral de membrana com dominios
transmembranares, em que a sua expressao tem sido detetada em tecidos humanos tais como
o coracao, figado, intestino, prostata, ovarios, rins, cérebro e pulmdes (Micevych and
Dominguez, 2009, Olde and Leeb-Lundberg, 2009).

Os estrogénios podem ligar-se aos ERs para modificar a atividade transcricional, produzindo
mecanismos de acao gendmica, e podem levar a uma ativacao rapida de cascatas de sinalizacéo,

produzindo assim mecanismos de acao nao genoémica (Shanle and Xu, 2011).

Mecanismos de acdo genémica

Os mecanismos de acdao gendémica sao normalmente lentos, levando horas até que as acoes
bioldgicas se manifestem (Silva et al., 2010). Os ERs quando estdo no seu estado inativo,
localizados nuclearmente ou citoplasmaticamente, apresentam-se ligados a proteinas
chaperones que estabilizam os recetores. Quando o estrogénio se liga ao dominio de ligacdo do
recetor, o ER torna-se ativo devido a mudancas conformacionais que permitem a sua dissociacao
das proteinas chaperones, havendo assim a difusao do complexo hormona-recetor para o nicleo
da célula. De seguida, ocorre a dimerizacdo deste complexo e a ligacdo do dimero aos
elementos responsivos ao estrogénio (ERE). Apos a ligacdo aos ERE, inicia-se a transcricao
génica, que é regulada por co-fatores proteicos (co-ativadores ou co-repressores) que podem
influenciar a acao transcricional do recetor (Gruber et al., 2002, Millas and Liquidato, 2009).
Os ERs, para além da interacdo direta com os ERE, também podem regular a transcricao de
genes alvo sem se ligarem diretamente ao acido desoxirribonucleico (DNA), modulando a
atividade de outros fatores de transcricao (Gruber et al., 2002). Neste caso o complexo

hormona-recetor interage com fatores de transcricao ligados ao DNA (interacao proteina-
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proteina), tais como a proteina de especificidade 1 (Sp1) e a proteina ativadora 1 (AP-1), que

ativam a transcricao genética (Figura 5) (Osborne and Schiff, 2005).

Gendmica Nao - Gendmica

Ligando ‘

44

Ativacio de
cascatas de
sinalizacdo

Ligacdo direta ao DNA Ligacio ao DNA mediada
por fatores de transcricdo

Figura 5 - Mecanismos de acao dos estrogénios. Os estrogénios podem desencadear dois tipos distintos de
mecanismos de acdo: mecanismos de acao genémica e mecanismos de acdo nao genomica. A sinalizacao
gendmica ocorre quando os ligandos entram na célula e se ligam ao ER tornando-o ativo, o que permite a
sua dissociacdo das proteinas chaperones estabilizadoras (Hsp90 e p23) e consequentemente a sua
dimerizacdo. Os dimeros podem ligar-se diretamente ao DNA em ERE ou indiretamente através de outros
fatores de transcricao, como Sp1 ou AP-1. A sinalizacdo nao gendmica ocorre quando os ligandos se ligam
a recetores membranares, levando a ativacdo de cascatas de sinalizacdo. AP-1 - proteina ativadora 1; ER
- recetor de estrogénio; GPR30 - recetor de estrogénio 30 acoplado a proteina G; Hsp90 - heat shock
protein 90; p23 - proteina cochaperone para a Hsp90; Sp1 - proteina de especificidade 1. Adaptado de
(Shanle and Xu, 2011).

Mecanismos de acdo nao genémica

Os mecanismos de acdo ndo genéomica envolvem uma sinalizacdo celular rapida (Prossnitz and
Barton, 2011). Esta sinalizacdo estrogénica pode ser mediada pela interacdo dos ligandos com
recetores associados a membrana plasmatica, ERs ou GPR30 independentes dos ERs, levando
assim a ativacao de cascatas de sinalizacao do fosfatidilnositol-3-cinase (PI3K) e da proteina
cinase ativada por mitogénio (MAPK), a variacdes no calcio intracelular ou a estimulacdo da
producao de cAMP (Shanle and Xu, 2011) (Figura 5).

14



Efeito do Estradiol e do Desregulador Endécrino Bisfenol-A na Via do Paladar do Plexo Coroide

Os neuroesteroides atuam no sistema nervoso por mecanismos autocrinos ou paracrinos,
podendo regular a expressdo génica através da ligacdo a recetores nucleares ou afetando a

neurotransmissao (Wojtal et al., 2006).

3.3. As hormonas esteroides e o plexo coroide

As hormonas sexuais tém propriedades neuroprotetoras em doencas neurodegenerativas, que
sdo frequentemente relacionadas com a reducdo dos niveis destas hormonas (Bourque et al.,
2009, Carroll and Rosario, 2012, Charalampopoulos et al., 2008). Tem sido demonstrado que o
CP expressa uma grande variedade de recetores, incluindo os recetores das hormonas sexuais,
como os ERs, sugerindo que é um tecido alvo para estas hormonas, e sintetiza alguns péptidos
implicados na neuroproteccao e neurodegeneracao que sao responsivos as hormonas (Hong-
Goka and Chang, 2004, Quintela et al., 2009, Quintela et al., 2011).

0 estudo de microarrays realizado pelo nosso grupo de investigacao, para além de mostrar que
a via de transducao do paladar se encontra expressa no CP de rato, mostrou também que o
declinio dos niveis hormonais induz um aumento na expressao dos genes associados a via de
transducao do paladar, evidenciando a sua regulacao pelas hormonas esteroides sexuais. Estes
resultados salientaram a importancia do CP como um tecido sensorial no cérebro, fazendo a
vigilancia da composicao quimica do CSF (Quintela et al., 2013). Assim, € provavel que as
hormonas sexuais afetem a detecdo do sabor nao apenas ao nivel das papilas gustativas (Faas
et al., 2010), mas também no SNC, podendo estes genes serem relevantes como novos

potenciais alvos terapéuticos em desordens neuroldgicas.

4. Desreguladores Enddcrinos

Os desreguladores enddcrinos (DE) sdo compostos exogenos que se encontram dispersos no meio
ambiente e que influenciam a homeostasia, desenvolvimento e proliferacao celular,
mimetizando ou inibindo a acao de hormonas endogenas ou alterando a regulacao hormonal do
sistema enddcrino, provocando efeitos adversos na salde, como anomalias reprodutivas e
alteracao no desenvolvimento. Podem interferir com a sintese, armazenamento, metabolismo,
transporte, libertacdo e ligacdo ao recetor de hormonas enddgenas (Casals-Casas and
Desvergne, 2011, Flint et al., 2012, Yoon et al., 2014).

O grupo de moléculas identificadas como DE é altamente heterogéneo e inclui compostos
quimicos industriais, compostos utilizados na industria do plastico e em produtos de consumo,
pesticidas, agentes farmacéuticos e metais pesados (Casals-Casas and Desvergne, 2011, De
Coster and van Larebeke, 2012, Yoon et al., 2014). A maior parte dos DE sdo produtos quimicos
sintéticos e, destes, o bisfenol A (BPA) é um dos mais utilizados e mais estudado (Bhandari et
al., 2015, Rogers et al., 2013).
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4.1. Bisfenol A

0O BPA é um monémero utilizado no fabrico de plasticos de policarbonato e de resinas epdxi.
Estes sao usados em numerosos produtos e aplicacoes, tais como: revestimento de enlatados,
recipientes de armazenamento de alimentos e bebidas, papel térmico, selantes dentarios,
equipamentos médicos e eletronicos e materiais de construcao. O BPA também é usado como
aditivo em outros tipos de plasticos, como o cloreto de polivinilo (PVC) (Bhandari et al., 2015,
Casals-Casas and Desvergne, 2011, Geens et al., 2011, Meeker, 2012, Resnik and Elliott, 2015,
Rezg et al., 2014). As moléculas do BPA, polimerizadas, estdo ligadas por ligacdes éster e com
a hidrélise dos polimeros, por exposicao a temperaturas elevadas ou a substancias basicas ou
acidas, as moléculas podem libertar-se a partir dos recipientes em contacto com as bebidas e
alimentos tornando assim possivel a ingestao de BPA (Alonso-Magdalena et al., 2012, Fenichel
et al., 2013, Geens et al., 2011, Rubin, 2011). A sua libertacdo também pode ocorrer através
dos mondmeros nao ligados que permanecem depois da polimerizacao do BPA (Casals-Casas and
Desvergne, 2011). A libertacao direta do BPA no ambiente para a atmosfera, agua e solo ocorre
durante as atividades de fabrico e processamento (Mileva et al., 2014).

Devido a sua resisténcia ao calor e elasticidade, o uso de BPA tem aumentado progressivamente
em todo o mundo, com uma producao anual superior a 10 milhées de toneladas (Fenichel et
al., 2013). Apesar da meia-vida curta, é ubiquo no ambiente e no contacto com o homem devido
a sua libertacdo continua e a sua ampla utilizacdo em bens de consumo (Flint et al., 2012,
Geens et al., 2011).

4.1.1. Mecanismo Molecular de Acdao do BPA

O BPA é considerado um xenoestrogénio, sendo que interfere com a atividade dos estrogénios
enddgenos, como o E2, ligando-se aos ERs. Os ERs desencadeiam respostas celulares através da
transducao de sinal tanto genémica como nao-gendmica (Mileva et al., 2014, Wetherill et al.,
2007). A transducao de sinal gendmica € um processo lento através do qual os ERs regulam a
transcricdo e por sua vez a expressao génica (Mileva et al., 2014). Assim, o BPA exerce efeitos
estrogénicos através dos ERs, perturbando principalmente a atividade dos recetores nucleares
(Mileva et al., 2014, Wetherill et al., 2007). Liga-se a ambos os ERs nucleares, ERa e ERB, com
uma afinidade 10 vezes maior para este Gltimo, induzindo sinais estrogénicos que modificam a
expressdao dos genes responsivos ao estrogénio (Vandenberg et al., 2013). Apesar de,
inicialmente, a desregulacdo endocrina causada pelo BPA ter sido considerada fraca em
comparacao com o E2, estudos mais recentes demonstraram que o BPA pode estimular algumas
respostas celulares em concentracdes muito baixas, abaixo dos niveis esperados para a ligacdo
do BPA aos ERs nucleares (Mileva et al., 2014, Vandenberg et al., 2010).

Alguns dos efeitos do BPA podem ocorrer através da ativacdo de sistemas de sinalizacao celular
associados a recetores que estao localizados na membrana celular e ndo no nucleo da célula.

Estas acdes nao-genomicas sao rapidas e envolvem a modificacdao de proteinas reguladoras
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(Mileva et al., 2014, Welshons et al., 2006). Neste caso a acado do BPA tem a mesma eficacia e
potencial que o E2 (Rochester, 2013).

0 BPA ¢é geralmente considerado um agonista dos ERs, mas também pode antagonizar as acoes
dos estrogénios em certos tecidos, incluindo o cérebro e o Utero (Bhandari et al., 2015). Para
além disto, o BPA exerce outras atividades de desregulador endocrino: efeitos sobre os sistemas
de androgénio, perturbacdo na funcdo hormonal da tiroide, diversos efeitos no
desenvolvimento, diferenciacédo e funcao do SNC bem como do sistema imunitario (Wetherill et
al., 2007).

4.1.2. Exposicao ao BPA

A ingestdo oral é considerada a principal fonte de exposicdo do homem ao BPA; no entanto, a
absorcdo dérmica e a inalacao de poeiras no ar contaminado sao outras vias provaveis (Fenichel
et al., 2013, Mileva et al., 2014, Rubin, 2011). Acredita-se assim que os alimentos, em
particular a comida enlatada, sao a maior fonte de exposicao dos humanos ao BPA (Geens et
al., 2011, Resnik and Elliott, 2015, Rezg et al., 2014). Num estudo recente no Texas, mediu-se
a concentracao de BPA em 204 amostras de alimentos frescos, congelados e enlatados. O BPA
foi detetado em 73% das amostras de alimentos enlatados, enquanto que nos alimentos nao-
enlatados foi detetado em apenas 7% e em baixas concentracdes. A ingestao diaria foi calculada
como 12.6 ng/kg-dia, dos quais 12.4 ng/kg-dia foram de alimentos enlatados. Isto ressalta a
importancia dos alimentos enlatados na exposicao global dos adultos ao BPA (Lorber et al.,
2015). Depois de ser ingerido, o BPA é rapidamente metabolizado no figado para formar dois
metabolitos principais, BPA glucuronido e BPA sulfato, que sdao mais sollveis do que o BPA nao
conjugado, sendo excretados através da urina. Assim, este processo reduz significativamente a
concentracao de BPA ndo conjugado circulante no sangue. No entanto, o metabolismo nao é
completo e algum BPA nao conjugado permanece na circulacao (Mileva et al., 2014, Vandenberg
et al., 2013). Contudo, estudos realizados em amostras de sangue revelaram a presenca de
metabolitos do BPA (BPA glucuronido), que nao sao removidos da circulacao tao eficientemente
(Vandenberg et al., 2013). Em 2006, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos
(EFSA) definiu a ingestao diaria toleravel de BPA em 0.05 mg/kg de peso corporal/dia (EFSA,
2006, Mileva et al., 2014). Em janeiro de 2015, a EFSA publicou a opinidao de um especialista
definindo uma quantidade de ingestao diaria toleravel temporaria de 4 pg/kg de peso
corporal/dia. Esta quantidade é 12.5 vezes menor do que a definida em 2006, de 50 pg/kg de
peso corporal/dia, aguardando-se o resultado de um estudo, em curso, a longo prazo (EFSA,
2015).

A exposicao dérmica foi sugerida através do contacto com papel térmico que é normalmente
usado em recibos (Biedermann et al., 2010, Rezg et al., 2014). O BPA existe no papel térmico
como um monoémero sem ligacdes quimicas, o que facilita a absorcdo dérmica (Lu et al., 2013).
Num estudo realizado na Suica, analisaram-se 13 amostras de papel de impressao térmico. 11
continham uma concentracdo média de BPA de 13.3 g/kg de BPA e 2 nao continham BPA.

Verificou-se também que no contacto com um recibo de papel de impressao térmico durante 5
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segundos, cerca de 1 ug de BPA é transferida para a pele, se esta estiver bastante seca, sendo
transferido cerca de dez vezes mais se a pele estiver molhada ou gordurosa (Biedermann et al.,
2010). Num outro estudo realizado na Bélgica, o BPA foi detetado num total de 44 amostras de
papel térmico sendo que, 73% das amostras tinham concentracdes entre 9-21 mg de BPA/g de
papel enquanto que as restantes amostras tinham concentracdes abaixo de 0.1 mg de BPA/g de
papel (Geens et al., 2012). Lu e os seus colaboradores, verificaram também a presenca de BPA
num total de 42 recibos de supermercado, na China. O BPA foi detetado em todas as amostras
com concentracoes entre 2.58-14.7 mg g ' e a ingestdo diaria estimada por manipulacdo dos
recibos de supermercado foi em média 40.4 pg dia™' para um operador de caixa e 0.69 g dia™
para a populacao em geral (Lu et al., 2013). Como as pessoas colocam os recibos que contém
elevadas concentracdes de BPA junto do dinheiro, o BPA pode ser transferido para este e mais
amplamente difundido durante o uso do dinheiro contaminado com BPA (Fan et al., 2015). Para
além disso, no processo de reciclagem do papel térmico pode ocorrer a contaminacao de outros
papéis que anteriormente nao estavam contaminados (Geens et al., 2012). Os filtros de cigarros
também contém niveis relativamente elevados de BPA, sendo para além das poeiras uma fonte
de exposicao através da inalacdo (Vandenberg et al., 2013).

Estudos no homem, tém demonstrado concentracdes elevadas de BPA na urina e em outras
matrizes biologicas como o soro e plasma (Fan et al., 2015, Mileva et al., 2014). Ensaios de
biomonitorizacao descobriram que 92.6% da populacdo dos EUA tem niveis detetaveis de BPA
na urina (Calafat et al., 2008). Zhang e os seus colaboradores, determinaram a concentracao
de BPA total na urina (livre e conjugado) em 296 amostras de urina recolhidas na populacao em
geral em sete paises da Asia (China, india, Japao, Coreia, Kuwait, Malasia e Vietname). O BPA
foi detetado em 94.3% das amostras analisadas, em concentracées que variam entre <0.1-30.1
ng/mL (Zhang et al., 2011). Uma revisao de dados publicados, de mais de 80 estudos, sobre a
exposicao humana ao BPA indicou que a concentracao de BPA no sangue humano (soro e plasma)
estava entre 0.3-4.4 ng/mL (Vandenberg et al., 2007). Também é encontrado no plasma fetal,
placenta e leite materno (Bhandari et al., 2015, Vandenberg et al., 2007). As medicGes de BPA
no soro materno, soro fetal, sangue do cordao umbilical, liquido amniotico e placenta indicam
que o feto em desenvolvimento pode estar exposto ao BPA numa gama entre 1-3 ng/mL
(Vandenberg et al., 2007). O BPA tem sido detetado também em compartimentos ambientais,
como por exemplo, na agua, em aguas residuais, sedimentos e biota (Geens et al., 2011).

Os DE apresentam curvas de dose-resposta ndo monotonicas (Mileva et al., 2014). No caso do
BPA a curva dose-resposta apresenta-se em forma de U ou em forma de U invertido. Nesta
curva, sao observados efeitos em doses muito baixas e em doses elevadas, mas em doses

intermédias nao existem efeitos observaveis (Casals-Casas and Desvergne, 2011).
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ll. Objetivo
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Um estudo prévio de microarrays transcritdmicos realizado para avaliar o efeito das hormonas
sexuais no transcritoma do CP de rato, demonstrou que os genes da via de sinalizacao do paladar
sao expressos nesta estrutura cerebral, e que sao regulados por estas hormonas esteroides.
Considerando ainda que o BPA é um desregulador enddcrino que mimetiza o efeito das
hormonas esteroides, conhecido pela sua exposicao continua ao ser humano, surgiram os

objetivos deste trabalho:

A) Validar os resultados obtidos no estudo de microarrays, no que diz respeito a regulacao
estrogénica dos genes relacionados com a via de transducao do paladar, tendo como

objetivos especificos:

A.1) Analisar o efeito do E2 na expressao dos genes da via de sinalizacao do paladar
e esclarecer o seu mecanismo de atuacao. Para isso, pretende-se realizar ensaios
com CPs de ratos Wistar Han recém-nascidos, e aplicar estimulos de E2 a diferentes

concentracées com e sem pré-tratamento com ICI;

A.2) Alargar o estudo da regulacao da via de transducdao do paladar pelos
estrogénios, realizando experiéncias in vivo, com ratos Wistar Han fémeas OVX e

Sham com dois meses de idade.

B) Estudar o efeito do BPA na expressao génica da via de transducao do paladar, realizando
uma experiéncia ex vivo, em CPs de ratos Wistar Han recém-nascidos, com aplicacdo de

estimulos de BPA a diferentes concentracgdes.
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lll. Material e Métodos

21



Efeito do Estradiol e do Desregulador Endécrino Bisfenol-A na Via do Paladar do Plexo Coroide

1. Experimentac¢ao animal

1.1. Animais

A manipulacao dos animais foi executada de acordo com as normas nacionais (Decreto Lei
113/2013) e as normas recomendadas pela Uniao Europeia (Diretiva 2010/63/UE) para o cuidado
e manuseio de animais de laboratorio. Neste estudo, os ensaios experimentais foram realizados
ex vivo, em explantes de CP de ratos Wistar Han recém-nascidos (6 a 7 dias de idade), e in

vivo, em ratos fémeas Wistar Han (2 meses de idade).

1.1.1. Estudos ex vivo

Nos estudos ex-vivo, os ratos recém-nascidos foram anestesiados em gelo, sacrificados e os CPs
dos ventriculos laterais foram recolhidos para placas de 48 pocos com 250 pL de meio de cultura
[Dulbecco’s Modified Eagle Medium - high glucose (DMEM, Sigma-Aldrich) suplementado com
10% soro fetal bovino (FBS, Biochrom AG) e 100 unidades/mL de penicillina/streptomycina
(Sigma)] com e sem estimulo, e incubados durante 6 horas a 37°C [AutoFlow DHD CO, Air -
Jacketed Incubator (NuAire)] com uma atmosfera de 5% de CO,. Passadas as 6 horas, os CPs
foram recolhidos diretamente para o reagente TRIzol (TripleXtractor; Grisp) e dissociados
mecanicamente com o auxilio de um pildo, sendo depois armazenados a -80°C para a extracao
de RNA total.

1.1.1.1. Estimulos

Para analisar o efeito do E2 na expressao dos genes da via de transducao do paladar, os CPs
recolhidos a partir de ratos Wistar Han recém-nascidos foram colocados numa microplaca (um
par de CPs por poco) e incubados com E2 (Sigma Aldrich; 0.1, 1, 10 e 100 nM) com e sem um
pré-tratamento de 90 minutos com fulvestrant (ICl, Sigma Aldrich; 100 nM), um antagonista
dos ERs. O E2 e o ICI foram dissolvidos em etanol (EtOH) ou dimetilsulfoxido (DMSO; Sigma
Aldrich) e diluidos em meio de cultura (DMEM). A concentracao final de EtOH e DMSO em cada
poco foi de 0.002% (Figura 6A).

Para analisar o efeito do BPA, os CPs foram incubados com BPA (Sigma Aldrich; 10, 25, 50, 75
e 100 nM), previamente dissolvido em DMSO e diluido em meio de cultura DMEM, sendo a sua
concentracao final em cada poco de 1% (Figura 6A).

Realizaram-se duas condigbes controlo: uma apenas com o veiculo utilizado (controlo) e uma

condicdo sem estimulo e sem veiculo (0 nM).
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1.1.2. Estudos in vivo

Nos estudos in vivo, 16 ratos com 2 meses de idade foram divididos em 2 grupos: fémeas
controlo (Sham - cirurgicamente abertos sem remocao das gonadas) e fémeas ovariectomizadas
(OVX) e, duas semanas depois, os animais foram anestesiados com ketamina/xylazina e
sacrificados com a guilhotina. Apds o sacrifico dos animais, os hemisférios cerebrais foram
separados e recolheram-se os CPs dos ventriculos laterais, congelaram-se imediatamente em
azoto liquido e foram armazenados a -80°C até serem utilizados para o isolamento de RNA total
(Figura 6B).

Otimizagdo de - y 2P
protocolos L

Ratos Wistar Han Recém-Nascidos .l
(6-7 dias de idade) Ratos Wistar Han Fémeas

‘ (2 meses de idade)

Sacrificio e Recolha dos Plexos Coroides

Sham VX
Ala_l ':fs»:-man;s:j;
L 100 nM ;'56 'n;‘:r-l::.
A — i oy
- Sacrificio e Recolha
Estimulos com E2 Estimulos com BPA dos Plexos Coroides
0.1-100 nM o 10-100 nM o=
{6h ) {6h
v =
Estimulos com E2
1nMm
. 6h)
L ‘ J

Avaliacdo dos efeitos nos genes da Via de Sinalizagao do Paladar

RT-qPCR

Figura 6 - Esquema dos ensaios experimentais realizados. (A) Nos estudos ex vivo, a avaliacao dos efeitos
do E2 a diferentes concentracdes (0.1, 1, 10 e 100 nM) foi feita em CPs recolhidos a partir de ratos Wistar
Han recém-nascidos durante 6 horas, com e sem um pré-tratamento de 90 minutos com ICI (100 nM) e a
analise do efeito do BPA a diferentes concentragoes (10, 25, 50, 75 1 100 nM) também foi feita a partir
de ratos Wistar Han recém-nascidos durante 6 horas. (B) Nos estudos in vivo, foram utilizados CPs de ratos
Wistar Han fémeas com 2 meses de idade Sham e OVX. Durante as horas de estimulo os CPs ficaram
incubados numa incubadora a 37°C com uma atmosfera de 5% de CO;, e passadas essas horas foram
sujeitos a varias técnicas, como a extracao de RNA total, sintese de DNA complementar (cDNA), RT-PCR
e RT-gPCR, para avaliar os efeitos nos genes da via de sinalizacao do paladar. BPA - bisfenol A; E2 - 17-B-
estradiol; ICI - fulvestrant; Sham - controlo; OVX - ovariectomizadas; RT-qPCR - PCR em tempo real da
transcricdo reversa.
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2. RNA total

Realizou-se a extracdo de RNA total a partir de CPs de ratos recém-nascidos Wistar Han, obtidos
como descrito anteriormente, pela utilizacao do reagente TRIzol que permite a lise celular
libertando o RNA para a solucao, sem que seja comprometida a sua integridade. A obtencao de
sequéncias de RNA puras e integras € dificil devido principalmente a sua degradacédo enzimatica
por ribonucleases (RNases) extremamente resistentes. Assim, foram utilizados agentes
desnaturantes fortes que efetuam a lise celular e a inativacdo de RNases foi feita na agua
utilizada, tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Além disso, todo o procedimento foi

realizado em gelo para prevenir a atuacao de RNases que possam estar presentes.

2.1. Extracao de RNA total

Para a extracao de RNA de CP, 500 pL de reagente TRIzol foram adicionados a cada microtubo
de 1.5 mL, seguido de homogeneizacao manual com um pilao, de modo a permitir o rompimento
das células e a dissolucao dos componentes celulares. Apos uma incubacdo de 5 minutos a
temperatura ambiente, adicionaram-se 100 pL de cloroférmio, as amostras foram misturadas
por inversao dos tubos e incubadas a temperatura ambiente durante 10 minutos. Seguiu-se uma
centrifugacao a 4°C durante 15 minutos a 12000 g (Mikro 200R, Hettich Zentrfugen), onde se
obteve separacdo em trés fases distintas: a fase organica, cor-de-rosa, que continha as
proteinas e residuos de fenol e cloroformio, a interfase que continha o DNA gendmico e a fase
aquosa, transparente, que continha o RNA total. A fase aquosa foi recuperada para um novo
microtubo de 1.5 mL, onde adicionou-se 250 pL de isopropanol (-20°C) seguido de mistura por
inversao, permitindo a recuperacdo do RNA total por precipitacdo. Apos 10 minutos de
incubacao a 4°C e uma centrifugacao a 4°C durante 10 minutos a 12000 g, o sobrenadante foi
rejeitado e o RNA ficou precipitado em forma de pellet no fundo do microtubo de 1.5 mL. O
pellet foi lavado uma vez com 500 pL de etanol a 75% em agua DEPC e centrifugado a 4°C
durante 5 minutos a 7500 g. O sobrenadante foi novamente rejeitado. Finalmente, o etanol
excedente foi removido, tendo-se o cuidado de nao secar o pellet completamente, e o

precipitado de RNA total foi re-hidratado em 10 pL de agua DEPC e armazenado a -80°C.

2.2. Determinac¢ao da integridade do RNA total

A integridade do RNA total foi analisada por eletroforese. Para tal, preparou-se um gel de
agarose a 1% em Tampao TAE 1x diluido em agua DEPC onde se incorporou o agente intercalante
GreenSafe (NZYTech), diluido 1:5 (20 pyL/50 mL de gel). As amostras foram preparadas com 2
pL de amostra de RNA total, 9 pL de agua estéril e 1 pL de solucao de deposicdao 10x e
depositadas no gel. Apos a corrida da eletroforese a 100 V durante 30 minutos, o gel foi
visualizado a luz UV num transiluminador UVITEC (UVitec Cambridge). A integridade do RNA foi
confirmada pela presenca de duas bandas de RNA ribossomico, 18S e 28S, tendo a banda de 285

o dobro da intensidade da banda 18S.
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2.3. Quantificacdao do RNA total

A quantificacdo do RNA total foi realizada wusando um nanoespectrofotometro
(NanoPhotometer™; Implen) por medicdo da absorvéncia a 260 nm. A medicdo da razao
Azeonm/ Azgonm, indicativa do grau de pureza do RNA, foi também efetuada através da leitura das
absorvéncias a 260 e 280 nm, respetivamente os comprimentos de onda aos quais os acidos
nucleicos e as proteinas absorvem. Considera-se que o RNA esta puro quando a razao entre as
absorvéncias se encontra no intervalo entre 1.8 e 2.1, sendo que as amostras com ratio abaixo

de 1.8 foram rejeitadas. Os brancos foram realizados com agua DEPC com a qual se eluiu o RNA.

As amostras de RNA utilizadas neste trabalho apresentaram um grau de pureza Ajeonm/A280nm
compreendido no intervalo de referéncia 1.8 e 2.1, sendo que as amostras que se encontravam
contaminadas por DNA genomico foram tratadas com DNase | (Sigma-Aldrich) e as amostras

degradadas excluidas.

3. Sintese de DNA complementar

A sintese de cDNA consiste numa reacao enzimatica que por transcricao reversa do RNA total a
partir iniciadores (primers) permite obter uma cadeia dupla de cDNA complementar a sequéncia
de RNA. Foi preparada uma mistura num microtubo de 1.5 mL, onde foram adicionados 2 pL de
random hexamer primers e 1 pL de desoxinucleotideos trifosfato (ANTP’s, 10 mM), por reacao.
Em tubos de 250 pL colocou-se 1 pg de RNA total extraido de cada amostra, perfazendo-se com
agua estéril para um volume final de 14 pL. Em seguida, foram adicionados 3 pL da mistura
previamente preparada, foram agitados suavemente e colocados no termociclador (T700™
Thermal Cycler; Bio-Rad) a 65°C durante 5 minutos e imediatamente transferidos para gelo.
Enquanto isso, uma segunda mistura foi preparada num microtubo de 1.5 mL, onde foram
adicionados 2 pL de tampao de reacao 10x e 1 puL de NZY M-MuLV Reverse Transcriptase (200
U, NZYTech), por nimero de reacdes. A cada um dos tubos de 250 pL anteriores, foram
adicionados 3 pL desta mistura e depois de uma agitagcao suave foram incubadas a 25°C durante
10 minutos, seguido de 37°C durante 50 minutos. Para terminar a reacao colocaram-se os tubos
a 70°C durante 15 minutos. O cDNA foi, em seguida, armazenado a -20°C até a sua utilizacao.

Quando a integridade do RNA estava comprometida devido a contaminacao por DNA genomico,
as amostras eram tratadas com DNase | antes de ser iniciada a sintese de cDNA. Neste caso
adicionou-se a cada tubo 1-1.2 pg de RNA, 1 pL de tampao de reacao 10x e 1 pL de DNase |,
perfazendo-se com agua estéril para um volume final de 10 pL e agitando suavemente. Em
seguida, os tubos foram colocados no termociclador a 37°C durante 15 minutos, adicionou-se 1
ML de solucao stop e colocou-se novamente no termociclador a 70°C durante 10 minutos e

procedeu-se a sintese de cDNA.
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4. Amplificacdo enzimatica de DNA

A amplificacdo enzimatica de DNA por RT-PCR foi utilizada para analisar a expressao dos
seguintes genes da via de sinalizacao do paladar: Tas1R1, Tas1R2, Tas1R3, Tas2R40, Tas2R109,
Gnb3, Gnat3, AC4, PICB2, Itpr3, Scnn1g e TrpM5. Neste procedimento foi utilizado o kit de PCR
KAPA2G Fast ReadyMix (KAPABIOSYSTEMS), em conformidade com as recomendacdes do
fabricante. Resumidamente, para cada reacao adicionaram-se 5 pL de enzima KAPA2G Fast
ReadyMix with dye 2x, 0.3 pL do primer forward (10 uM), 0.3 uL do primer reverse (10 uM) e 1
WL de cDNA de CPs ou 1 pL de agua estéril para os controlos, perfazendo-se o volume final de
10 PL com agua estéril. Os primers foram desenhados através do programa Primer-Blast. O
programa de PCR consistiu numa desnaturacao inicial a 95°C durante 3 minutos, seguido de 40
ciclos a 95°C durante 10 segundos, 10 segundos a temperatura de aneeling (Tabela 1) e 3
segundos a 72°C, e por fim 1 minuto a 72°C. O resultado das reacoes de PCR foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 2% na presenca de GreenSafe, como descrito anteriormente.
Para isso, foram depositados 5 pL de marcador de peso molecular GRS Ladder 50 pb (Grisp) em
paralelo com 10 pL de cada uma das amostras. Apds visualizacdo no transiluminador, os
produtos PCR devidamente amplificados foram purificados e enviados para sequenciacao
enzimatica a empresa StabVida (Portugal). As sequéncias correspondentes aos genes em estudo
foram comparadas pela utilizacdo do programa NCBI-BLAST, com as sequéncias das bases de

dados de Rattus norvergicus.

Tabela 1 - Sequéncias dos primers e condicdes de amplificacao dos genes utilizados neste estudo.

Gene Numero de Tamanho do Temper.aturae de Primer 5-3°
acesso fragmento (bp) annealing (°C)
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Tas2R40  NM_001025150 100 58 Tw  CSCGTOBCTCAATOTCI T
Tas2R109 NM_001080939 126 60 FR\C/ gziglgl.—é gﬁgg g:ll.fl—:ll.—égl.l—.

26



Efeito do Estradiol e do Desregulador Endécrino Bisfenol-A na Via do Paladar do Plexo Coroide

5. PCR em Tempo Real da transcricao reversa

A quantificacao da expressao relativa de alguns dos genes em estudo, nomeadamente TrpM5,
PlcB2, Tas1R1 e Tas2R109, foi realizada através da técnica de RT-gPCR. Neste procedimento
foi utilizado o kit KAPA SYBR® FAST gPCR Kit Master Mix (2x) Universal (KAPABIOSYSTEMS),
seguindo as instrucoes do fabricante. Numa primeira fase as condicdes foram otimizadas
testando a eficiéncia dos primers para cada um dos genes com 4 diluicoes de cDNA: 1:1 (stock),
1:5, 1:25, 1:125. Para cada reacao foram adicionados 7.5 pL de SYBR Green (KAPABIOSYSTEMS),
0.225 pL de primer forward (10 pyM), 0.225 pL de primer reverse (10 uM) e 1 pyL de cDNA nas
diferentes diluicoes para cada um dos genes, perfazendo-se com agua estéril até um volume
final de 15 pL. As condicdes de amplificacao utilizadas foram 95°C durante 3 minutos, 40 ciclos
de 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos e 72°C durante 30 segundos num
termociclador CFX Connect™ Real Time System (Bio-Rad). Para normalizar os niveis de
expressao dos genes foi utilizado como controlo o gene enddgeno Ciclofilina A. Depois de cada
ciclo, a emissao de fluorescéncia do SYBR Green foi determinada e a quantidade relativa de
cada RNA foi quantificada pelo software Bio-Rad CFX Manager. Os perfis da curva de melting,
gerados no final de cada reacao, confirmaram a amplificacdo de um produto especifico. Além
disso, estas curvas permitiram avaliar a formacao de dimeros de primers e a pureza do produto
amplificado. Numa segunda fase, ja depois do procedimento otimizado para cada um dos genes,
procedeu-se a realizacdo das experiéncias como referido anteriormente nos pontos 1.1.1 e
1.1.2. A analise dos dados recolhidos a partir da experiéncia de RT-qPCR foi realizada utilizando
o modelo matematico proposto por Pfaffl (Pfaffl, 2001), que permitiu analisar diferencas de
expressao entre explantes de CP tratados com o respetivo estimulo e o controlo, tendo em

conta a normalizacao para o gene enddgeno.

6. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism (versao 6). Para a
comparacao das médias entre trés ou mais grupos foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido
pelo teste de Dunnett e para a comparacao das médias entre dois grupos foi utilizado o t-test,
sendo que os dados foram expressos em média + SEM. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0.05.
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IV. Resultados
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1. Expressao dos genes da via de sinalizacdao do

paladar no plexo coroide de rato

1.1. Amplificacdo enzimatica da transcricao reversa
(RT-PCR)

Tendo o presente trabalho como objetivo principal a analise do efeito do E2 e do BPA na
regulacao via de transducao do paladar no CP, comecamos por verificar a expressao de cada
um dos genes em causa no CP. Para isso, preparou-se RNA total de CPs de ratos recém-nascidos,
realizou-se transcricao reversa e utilizou-se o cDNA para amplificacdao enzimatica com primers
especificos para cada um dos genes (Tabela 1). Os resultados de RT-PCR permitiram confirmar
a expressao do mRNA dos genes da via de sinalizacao do paladar. Encontraram-se transcritos
de alguns dos recetores do paladar (Tas1R1, Tas1R2, Tas1R3, Tas2R40 e Tas2R109) e de genes
que codificam para proteinas efetoras desta via de sinalizacao (Gnb3, Gnat3, AC4, PICB2, Itpr3,
Scnnig e TrpM>5). Os produtos de amplificacdo do cDNA, foram analisados numa eletroforese
em gel de agarose a 2% corado com GreenSafe, confirmando-se os tamanhos dos fragmentos

por comparacao com as bandas do marcador de peso molecular (Figura 7).

Tas1R1 Tas1R2 Tas1R3

Tas2R40 Tas2R109

200pb
150pb
100pb
50pb
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200pb —p
150pb —»
100pb —»

50pb —p

Itpr3

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose a 2% corada com GreenSafe de 10 pL de cada um dos produtos
de PCR, realizado com cDNA de CP, e primers especificos dos genes da via de sinalizagcdo do paladar. Em
cada uma das imagens encontra-se representado (da esquerda para a direita) o marcador de peso
molecular (GRS Ladder 50 pb), o fragmento relativo a cada gene com a respetiva temperatura étima de
annealing e o controlo negativo (N), sem cDNA.

Como ilustrado na figura 7, obtiveram-se produtos de amplificacao com os tamanhos previstos:
186 bp, 182 pb, 120 pb, 100 bp, 126 bp, 188 bp, 141 bp, 169 bp, 181 bp, 119 bp, 143 bp e 102
bp respetivamente para os genes Tas1R1, Tas1R2, Tas1R3, Tas2R40, Tas2R109, Gnb3, Gnat3,
AC4, PlcB2, Itpr3, Scnn1g e TrpM5. Como se pode ver na figura, nos controlos negativos nao se
observou amplificacdo, indicando auséncia de contaminacdo com DNA exogeno. Os produtos
amplificados foram ainda sequenciados pelo método de Sanger, pela empresa StabVida
(Portugal) e as sequéncias correspondentes foram analisadas através da ferramenta informatica
NCBI-BLAST, por comparacdao com as sequéncias da base de dados de Rattus norvergicus. O
alinhamento das nossas sequéncias com as sequéncias da base de dados revelou uma homologia

superior a 97%.
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2. Efeito do E2 e do BPA na expressao dos genes da

via de transducao do paladar

2.1. Otimizacao das condicdes de PCR em tempo real

do produto da transcricao reversa (RT-qPCR)

De forma a responder aos objetivos delineados, foram selecionados quatro genes da via de
sinalizacao do paladar para serem estudados por RT-qPCR: Tas1R1, Tas2R109, PlcB2 e TrpM5.
Uma vez que nenhum dos genes tinha sido previamente estudado por RT-gPCR, antes de serem
iniciadas as experiéncias com estimulos, procedeu-se a otimizacdes das condicdes de reacao de
PCR. Utilizou-se como controlo enddgeno o gene da Ciclofilina A, para normalizar os niveis de
expressao dos genes em estudo, e fizeram-se experiéncias de otimizacdao de eficiéncia de
reacao para cada um dos genes em estudo, pelo método de série de diluicbes, utilizando-se 4
diluicoes de um cDNA de CP. Obtiveram-se as retas log [cDNA] vs. Ct, na figura 8, que
apresentam valores de declive (k) dentro dos intervalos de referéncia (-3.93<k<-2.92), o que
corresponde a valores de eficiéncia de reacdo entre 90 e 110%. No processo de otimizacéo, a
especificidade dos primers e a possibilidade de formacao de dimeros de primers foi eliminada
através da analise das curvas de melting e realizaram-se sempre pocos controlo onde nado se

colocou cDNA, para excluir a possibilidade de alguma contaminacao.
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Figura 8 - Retas log [cDNA] vs. Ct para o calculo de eficiéncia de reacao de RT-gPCR (método série de
diluicao) dos genes em estudo. (A) Ciclofilina A, (B) Tas1R1, C) Tas2R109, (D) PlcB2 e (E) TrpM>5.

2.2. Efeito do E2 na via de transducao do paladar

0 estudo do efeito do E2 na expressao dos genes da via do paladar foi efetuado por ensaios ex
vivo em CPs de ratos recém-nascidos, por aplicacao de estimulos com diferentes concentracoes
de hormona (0.1, 1, 10 e 100 nM).

Procedeu-se a um primeiro ensaio para avaliar se os veiculos utilizados (DMSO e EtOH), as
concentracdes das experiéncias, tinham algum tipo de interferéncia na expressao dos genes em
estudo. Na figura 9 estdo representados os resultados obtidos, mostrando que os veiculos DMSO

e EtOH nao provocam diferencas de expressao relativamente ao controlo (CPs nao tratados).
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Figura 9 - Efeito dos veiculos (0.002% DMSO e 0.002% EtOH) na expressao dos genes da via de transducao
do paladar, em CP de ratos Wistar Han recém-nascidos. RT-qPCR foi realizado a partir do cDNA de CPs
tratados durante 6h com 0.002% de DMSO para o (A) Tas1R1 e 0.002% de EtOH para o (B) Tas2R109, a (C)
PlcB2 e o (D) TrpM5. t-test foi usado para a analise estatistica entre o controlo (0 nM) e a condicao de
veiculo. Os graficos de barras representam médias + SEM com um nx3.
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Os ensaios do E2 foram entdo analisados tendo-se utilizado cinco condicdes distintas: um
controlo (veiculo) e as condicdes correspondentes a quatro concentracdes de E2 (0.1, 1, 10,
100 nM). Como se pode ver na figura 10, onde estdo representados os niveis de expressao génica
normalizada com a Ciclofilina A, verificou-se uma diminuicao dos niveis de expressao de todos
0s genes com 0 aumento da concentracao de E2 (1, 10 e 100 nM), ndao havendo diferencas com

significado estatistico a concentracao de E2 mais baixa (0.1 nM).

A B
Tas1R1 Tas2R109

p<0.0001 p<0.0001

-
o
1
-
n
)

-
=)
N
-
o
L

R

H3
g

EEEE

wHEE

Expressio do mRNA
nomalizada para a Ciclo-A

Expressao do mRNA
normalizada para a Ciclo-A

o
=}
I
(=]
o

T
Veiculo 1 10 100 Veiculo 0.1 1 10 100

E2 [nM] E2[nM]
C D
PlcB2 TrpM5
1.59 1.51
=0.0005
g p<0.0001 < p
<35 <2
25 ., 228
L] .04 -
E g - E ; 1.0 o
'g g o a ok . *
tE o tr =
¢ 8 054 T ¢ § 0.5
] a
2 | 2
0.0- T T T T 0.0 T T T T
Veiculo 0.1 1 10 100 Veiculo 0.1 1 10 100
E2 [nM] E2 [nM]

Figura 10 - Efeitos do E2 sobre os niveis de expressao dos genes da via de sinalizacdo do paladar. RT-gPCR
foi usado para analisar a expressao do (A) Tas1R1, (B) Tas2R109, (C) PlcB2 e (D) TrpM5 em explantes de
CP de ratos Wistar Han recém-nascidos tratados durante 6 h com E2 a diferentes concentragdes (0.1, 1,
10 e 100 nM). One-way ANOVA seguido por teste de Dunnett foi usado para a analise estatistica
relativamente ao veiculo (controlo, 0.002% de EtOH para o Tas2R109, a PlcB82 e o TrpM5 e 0.002% de DMSO
para o Tas1R1). Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0.05 e os
graficos de barras representam médias + SEM com um nx3.

Numa tentativa de esclarecer o mecanismo molecular envolvido neste efeito, procedeu-se a
analise da expressao génica quando sujeitos a um pré tratamento com ICl, um antagonista dos
recetores de estrogénio. Para isso, foram utilizadas quatro condicdes distintas: um controlo
(veiculo), um estimulo de E2 na concentracdo mais baixa em que tinha sido obtido significado
estatistico na experiéncia anterior (1 nM), uma condicdo apenas com o ICl e uma condicao na
mesma concentracao de E2 com um pré tratamento de 100 nM de ICl. Na figura 11 estao
representados os resultados correspondentes a expressao normalizada dos genes em estudo,
quando sujeitos ao pré tratamento com ICl. Verificou-se que o estimulo de 1 nM de E2 diminui
a expressao de todos os genes, e quando os CPs sdo sujeitos a um tratamento prévio com ICl,

esse efeito do E2 é anulado. Nos controlos s6 com ICI, nao se observa qualquer efeito.

33



Efeito do Estradiol e do Desregulador Endécrino Bisfenol-A na Via do Paladar do Plexo Coroide

A B
Tasi1R1 Tas2R109
159 p=0.0034 1.5 p<0.0001
< <
s3 T T <3
Z3 10 7 zZ3 0 -
g~ 1.0 £~ 1.04
v,
i / i 7
i - K
o8 054 T ¢ 8 0.5 i
k= &%
w E u g
2 / 2
0.0- . T .A 0.0 T T d
Veiculo 1nME2  ICl  ICHE2 Veiculo 1nME2  ICl  ICI+E2
C D
PlcB2 TrpM5
9 p=0.0002 157 p=0.0019

-
o
1

1.0

*kk
-T-

=
o
1

0.54

Expressdao do mRNA
normalizada para a Ciclo-A

D\
_|
M\

=
(=]
I

0.0-

Veiculo 1nM E2 ICI ICl + E2 Veiculo 1nM E2 ICI ICI+E2

Figura 11 - Ensaios com ICI para esclarecimento do mecanismo molecular de atuacao do E2 sobre os niveis
de expressao dos genes da via de sinalizacao do paladar. RT-gPCR foi usado para analisar a expressao
relativa do (A) Tas1R1, (B) Tas2R109, (C) PlcB2 e (D) TrpM5 em explantes de CP de ratos Wistar Han
recém-nascidos com um pré-tratamento de 90 minutos com ICI (100 nM). One-way ANOVA seguido por
teste de Dunnett foi usado para a analise estatistica relativamente ao veiculo (controlo, 0.002% de EtOH
para o Tas2R109, a PlcB2 e o TrpM5 e 0.002% de DMSO para o Tas71R1). Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos quando p<0.05 e os graficos de barras representam médias + SEM com um
nx3.

Realizamos ainda estudos in vivo, numa experiéncia em ratos fémeas com 2 meses de idade,
onde se comparou a expressdo génica, do mesmo grupo de genes da via do paladar, em CPs de
ratos Sham e de ratos OVX, utilizando novamente o RT-qPCR. Na figura 12 encontram-se

representados os resultados referentes a este estudo, mostrando que nos ratos OVX ha o

aumento da expressao em todos os genes estudados, relativamente aos Sham.
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Figura 12 - Andlise dos niveis de expressao do mRNA, por RT-qPCR, dos genes da via de sinalizacao do
paladar, no CP de ratos fémea Wistar Han com 2 meses de idade Sham (controlo) e OVX. (A) Tas1R1, (B)
Tas2R109, (C) PlcB2 e (D) TrpM5. t-test foi usado para a analise estatistica. Os graficos de barras
representam médias + SEM com um n=3 (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001).

No sentido de corroborar e discutir os nossos resultados de expressao relativa OVX vs Sham
[calculados pelo métodos de Pfaffl (Pfaffl, 2001)], confrontamo-los com os resultados do ensaio
de microarrays transcritomicos (Quintela et al., 2013) (Tabela 2). Os resultados dos dois estudos
mostraram-se concordantes para os genes Tas1R1 e para a PlcB2. Em relacao ao Tas2R109,
observaram-se diferentes valores de expressdo relativa, mas com a mesma tendéncia: o
aumento de expressao observado neste estudo (2.47) foi superior ao obtido nos microarrays
(1.49). No caso do TrpM5 obtivemos um pequeno aumento nos niveis de expressao (1.3), que
nao tinha sido detetado no estudo de microarrays.

Tabela 2 - Comparacao dos resultados da expressao relativa dos estudos de microarrays transcritomicos
e do RT-gPCR para os genes da via de sinalizacao do paladar no CP de ratos OVX, quando comparados com
os de ratos Sham.

Gene Tas1R1 PICB2 Tas2R109 TrpM5
Microarrays 1.42 1.89 1.49 —_—
RT-qPCR 1.39 2.13 2.47 1.30
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2.3. Efeito do BPA na via de transduc¢ao do paladar

O efeito do BPA na expressao dos genes da via do paladar também foi avaliado em explantes
de CP de ratos recém-nascidos, por RT-qPCR, mas apenas em dois dos genes, no Tas7R1 e no
TrpM5.

Tal como para o estudo do E2, procedeu-se a uma primeira experiéncia para avaliar os efeitos
do veiculo (DMSO). Na figura 13 estao representados os resultados obtidos, que mostram que o
tratamento com DMSO, as concentracdes usadas na experiéncia, nao apresenta diferencas com
significado estatistico.
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Figura 13 - Efeito do veiculo (1% DMSO), nos niveis de expressao do Tas1R1 e TrpM5, em CP de ratos
Wistar Han recém-nascidos. RT-qPCR foi realizado a partir do cDNA de CPs tratados durante 6h com 1%
de DMSO para o (A) Tas1R1 e o (B) TrpM5. t-test foi usado para a analise estatistica entre o controlo (0
nM) e a condicao de veiculo. Os graficos de barras representam médias + SEM com um nz3.

O efeito do BPA na expressao dos genes TasTR1 e TrpM5 foi analisado em seis condicdes
distintas: um controlo (veiculo) e cinco concentracdes de BPA (10, 25, 50, 75 e 100 nM), estando
representados os resultados na figura 14. Verificou-se um efeito na expressao dos genes em
curva de dose-resposta nao monotonica, havendo diferencas com significado estatistico na
concentracao 10 nM no caso do Tas7R1 e nas concentracoes 10, 25 e 75 nM no caso do TrpM5.
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Figura 14 - Efeitos do BPA sobre os niveis de expressao dos genes da via de sinalizacdao do paladar. RT-
gPCR foi usado para analisar a expressao do (A) Tas1R1 e (B) TrpM5 em explantes de CP de ratos Wistar
Han recém-nascidos tratados durante 6 h com BPA a diferentes concentracdes (10, 25, 50, 75 e 100 nM).
One-way ANOVA seguido por teste de Dunnett foi usado para a analise estatistica relativamente ao veiculo
(controlo, 1% de DMSO). Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0.05
e os graficos de barras representam médias + SEM com um nz3.
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V. Discussao
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O CP, localizado no sistema ventricular cerebral, € uma das principais fontes do CSF e forma a
barreira sangue-CSF, que é responsavel por controlar a composicao do CSF, participando assim
na homeostasia do SNC (Bill and Korzh, 2014, Brown et al., 2004, Liddelow, 2015, Lun et al.,
2015). Um estudo de microarrays transcritomicos, realizado previamente pelo nosso grupo de
investigacao, mostrou que existem varias vias de sinalizacao que sdo reguladas pelas hormonas
sexuais no CP de rato, entre as quais a via de transducao de sinal do paladar (Quintela et al.,
2013). Esta via de transducao, descoberta pela primeira vez na cavidade oral, deteta diferentes
tipos de moléculas, avaliando assim o teor nutritivo dos alimentos e prevenindo a ingestao de
substancias toxicas (Chandrashekar et al., 2006). Varios estudos tém demonstrado a expressao
de componentes da via de sinalizacdo do paladar noutros tecidos para além da cavidade oral,
como no trato gastrointestinal (Hass et al., 2010, Jang et al., 2007, Wu et al., 2002), nos
testiculos (Xu et al., 2013), nos espermatozoides (Fehr et al., 2007, Li and Zhou, 2012, Meyer
et al., 2012), nas vias respiratorias (Deshpande et al., 2010, Shah et al., 2009, Tizzano et al.,
2011), no pancreas (Nakagawa et al., 2009, Oya et al., 2011), no coracao (Foster et al., 2013),
nos rins (Liu et al., 2015), na tiroide (Clark et al., 2015), na pele (Wolfle et al., 2015), no
cérebro (Ren et al., 2009, Singh et al., 2011) e no CP (Ren et al., 2009, Goncalves I,
comunicacao pessoal).

Sabendo que a via de transducao do paladar, na cavidade oral, deteta os diferentes sabores e
compostos toxicos, sao também conhecidas algumas funcdes noutros tecidos tais como, a
producao de dxido nitrico para efeitos antimicrobianos nas vias respiratorias (Lee et al., 2012),
a regulacao dos niveis de glucose no cérebro (Ren et al., 2009, Singh et al., 2011), a secrecao
do GLP-1 e do péptido YY (PYY) no intestino (Steinert et al., 2011) e o controlo do
desenvolvimento e maturacao dos espermatozoides (Mosinger et al., 2013). Levantamos entao
a hipotese de, no CP, esta via poder detetar compostos toxicos no CSF e ativar um sistema de
eliminacao, contribuindo para a protecao do SNC. Assim, o estudo da expressao e regulacao da
via do paladar no CP de rato parece ser de maior relevancia, podendo contribuir para o
esclarecimento dos mecanismos envolvidos nesta funcao quimiosensorial do CP.

Embora, de uma forma pouco clara, um estudo de hibridacao in situ realizado por outros
autores em cérebros de ratinhos, identificou a expressdao de alguns dos genes recetores do
paladar Tas1R2 e Tas1R3 (Ren et al., 2009), nas células epiteliais de CP. Mais recentemente,
no nosso grupo de investigacao, a expressao de recetores (Tas1R1, Tas1R2, Tas1R3, Tas2R40 e
Tas2R109) e de efetores (Gnb3, Gnat3, AC4, PICB2, Itpr3, Scnn1g e TrpM5) da via de sinalizacao
do paladar foi demonstrada nas CPEC tanto ao nivel de RNA como de proteina (Goncalves I,
comunicacao pessoal). Tendo o presente trabalho como objetivo a analise do efeito do E2 e do
BPA na via de sinalizacdo do paladar, comecamos por testar os explantes de CP de rato recém-
nascido como modelo de estudo. Confirmamos por RT-PCR a expressao dos genes da via de
sinalizacao do paladar (Tas1R1, Tas1R2, Tas1R3, Tas2R40, Tas2R109, Gnb3, Gnat3, AC4, PICB2,
Itpr3, Scnn1g e TrpM5) nos explantes de CP de rato recém-nascido. A analise prévia de
microarrays transcritomicos, no CP de ratos (2 meses de idade) fémeas e machos, OVX e 00X

(orquidectomizados), tinha revelado que o declinio dos niveis de hormonas provoca um aumento
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na expressao de alguns dos genes da via, nomeadamente nos recetores e na PlcB82 (Quintela et
al., 2013). Assim, de forma a esclarecer e validar este resultado, selecionamos quatro genes da
via de sinalizacao do paladar para serem estudados por RT-qPCR: os GPCRs, Tas1R1 e Tas2R109,
que sdo responsaveis respetivamente pelo reconhecimento do sabor umami e amargo, e a PlcB82
e o TrpM5 que sao moléculas efetoras da via de sinalizacao (Cygankiewicz et al., 2014).

Comecamos por realizar ensaios para avaliar se os veiculos as concentracdes utilizadas
interferiam na expressao génica. Verificamos que o EtOH 0.002% ndo provoca qualquer tipo de
interferéncia na expressao do Tas2R109, da PlcB2 e do TrpM5, o que nao aconteceu com o
Tas1R1, tendo sido por isso utilizado como veiculo nas experiéncias para este gene 0.002% de
DMSO. Analisamos entao a expressao relativa dos quatro genes, em explantes do CP de ratos
recém-nascidos estimulados com concentracoes crescentes de E2 (0.1, 1, 10 e 100 nM;
experiéncia ex vivo). Na analise da expressdao do Tas7R1, ndo se estudou a concentracao mais
baixa de E2 (0.1 nM) porque nos outros trés genes esta dose nao tinha mostrado diferencas com
significado estatistico. Observamos que o E2 regula negativamente a expressdo génica, sendo
que estes resultados, no caso dos genes Tas1R1, Tas2R109 e PlcB2, vieram corroborar os
resultados do estudo de microarrays, que tinham revelado uma inducdo na expressdo génica
quando os animais sofreram um declinio hormonal por ovariectomia ou orquiectomia. No caso
do gene TrpM5 observamos que o E2 regula negativamente a sua expressao, efeito que nao
tinha sido detetado no estudo de microarrays transcritdbmicos. Uma vez que o CP expressa
recetores nucleares hormonais, os ERs, e ja tinha sido mostrado que corresponde a um tecido
alvo das hormonas esteroides (Hong-Goka and Chang, 2004, Quintela et al., 2009), procedemos
também a analise da expressao dos mesmos genes quando sujeitos a um pré tratamento com
ICl, um antagonista dos ERs. VerificAmos que o ICl bloqueia o efeito do E2, o que sugere que o
mecanismo molecular de atuacdo do E2 se faz via ERs. Alargamos ainda o nosso estudo com
uma experiéncia in vivo, onde observamos que nos ratos OVX ha o aumento da expressao de
todos os genes em relacao ao controlo, resultados esses que conseguem validar os dos
microarrays para o Tas1R1, o Tas2R109 e a PlcB2. Tal como no estudo ex vivo, o gene TrpM5
mostra pequenas diferencas de expressao, nao detetadas no estudo de microarrays. Os
resultados sao concordantes para o Tas1R1 e para a PlcB2. No caso do Tas2R109, observa-se a
mesma tendéncia, mas o aumento de expressao observada por RT-qPCR foi superior ao obtido
nos microarrays. Esta discordancia pode dever-se simplesmente as diferencas nos desenhos
experimentais e na sensibilidade das metodologias utilizadas (microarrays vs RT-qPCR).

Noutros estudos centrados no CP, foi demonstrado que as hormonas sexuais regulam
mecanismos relacionados com a sua funcdo. Foi demonstrado que o E2 e a progesterona
induzem a expressao da TTR no CP de rato, respetivamente através de uma via dependente de
ERs e do recetor de progesterona, podendo participar na diminuicao da agregacao do péptido
beta amiloide e consequentemente reduzir o risco da doenca de Alzheimer (Quintela et al.,
2009, Quintela et al., 2011, Tang et al., 2004). O estudo transcritomico do CP mostrou também
que a via de sinalizacao do olfato, a via do metabolismo e da biossintese de hormonas esteroides

e o ritmo circadiano sao reguladas pelas hormonas sexuais, contribuindo para uma regulacao
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eficiente da homeostasia do SNC e da composicao do CSF (Quintela et al., 2013). Todos estes
dados, em conjunto com os do presente estudo sao indicativos de que as hormonas sexuais
podem ter um mecanismo protetor no CP através da regulacao de diversas vias de sinalizacdo
que poderao funcionar como alvos terapéuticos para prevenir ou retardar doencas do SNC.

0 nosso estudo centrou-se ainda na analise do efeito do BPA na expressao de dois genes da via
do paladar (Tas1R1 e TrpM5). O BPA é um composto que interfere com algumas funcdes do
sistema endocrino e, a exposicao crénica ao BPA, mesmo a doses baixas, pode ter efeitos
adversos (Mikolajewska et al., 2015). Este composto estrogénico atua como um DE que
mimetiza as hormonas enddgenas e tem a capacidade de se ligar aos ERs (Mileva et al., 2014).
Devido a sua elevada producao e aplicacao em produtos de uso diario, varios estudos tém sido
realizados para relatar os possiveis efeitos adversos do BPA para a salde, como os seus riscos
para a funcao cerebral, uma vez que é um composto lipofilico capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (Gentilcore et al., 2013, MacLusky et al., 2005, Miyatake et al., 2006, Sun et
al., 2002). Contudo, nao existem ainda na literatura estudos dos efeitos do BPA no CP, surgindo
assim a relevancia do presente estudo. Tal como nas experiéncias realizadas com estimulos de
E2, comecamos com ensaios para avaliar se o veiculo (1% de DMSO) interferia na expressdao
génica. VerificAmos que nao havia qualquer tipo de interferéncia na expressao do Tas1R1 e do
TrpM5. Os estimulos de BPA (10, 25, 50, 75 e 100 nM; experiéncia ex vivo) mostraram que este
DE afeta a expressao destes genes, sendo que esta demonstra uma curva de dose-resposta nao
monotonica, caracteristica dos DE (Mileva et al., 2014). Os efeitos observados com a
concentracao mais baixa de BPA (10 nM), foram distintos nos dois genes, uma diminuicao no
Tas1R1 e um aumento no TrpM5. Na expressao do TrpM5 ainda se verificou um aumento
significativo com as concentracdes de 25 e 75 nM de BPA. A regulacao destes genes pelo BPA
podera estar associada a sua capacidade para mimetizar as a¢oes do E2 mas também a ativacao
de outras vias diferentes que nao interferem com a expressao dos genes. Assim, embora ainda
bastante preliminares, os resultados do efeito do BPA na regulacao da via de sinalizacao do
paladar no CP sdo da maxima relevancia, pois poderao contribuir para a compreensao do papel
do CP nos mecanismos de destoxificacao do SNC, que podem estar alterados nalgumas

patologias do SNC.
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A realizacao deste trabalho permitiu confirmar a expressao da via de transducao do paladar no
CP de rato e que alguns dos genes desta via sao regulados pelas hormonas sexuais, tanto ex
vivo, quando os CPs sdo sujeitos a estimulos com E2, como in vivo, quando ha declinio dos niveis
hormonais das fémeas OVX. Para além disso, o estudo com ICI nos explantes de CP, permitiu
esclarecer o mecanismo molecular do efeito do E2 na regulacdo génica da via do paladar,
indicando o envolvimento dos ERs. Por outro lado, verificou-se também que o BPA tem efeitos
na expressao de dois componentes da via de sinalizacao do paladar. Este efeito do BPA pode
dever-se a sua capacidade de mimetizar as acoes do E2. Assim, estes resultados sugerem que a
via de sinalizacao do paladar no CP é regulada ndo so6 por hormonas endogenas, mas também
por compostos exogenos, tais como BPA. Deste modo, podemos afirmar que backgroud
hormonal e a exposicao ambiental ao BPA podem interferir com a expressao dos componentes
da via de sinalizacdo do paladar, podendo afetar a funcao quimiosensorial do CP na vigilancia
do CSF. A via de sinalizacdo do paladar, no CP, podera estar envolvida na detecdo da
composicao do CSF, reconhecendo por exemplo neuropéptidos ou moléculas toxicas, tanto em
situacoes fisiologicas como patoldgicas, funcionando como um sistema de alerta e de protecao
do SNC, que podera estar alterado nalgumas patologias do SNC, nomeadamente em doencas
neurodegenerativas.

Futuramente, para consolidar este trabalho, pretende-se alargar o estudo hormonal no CP aos
componentes da via de sinalizacao do paladar que nao foram analisados. Em relacao ao efeito
do BPA, a analise da expressdao dos restantes componentes da via do paladar devera ser
realizada, bem como o estudo com um antagonista dos ERs para avaliar se o BPA atua no CP via
ER. Também seria interessante proceder a estudos in vivo com o BPA e complementar todos

estes ensaios com analises da expressao proteica.
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